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1 Einleitung 
1.1 Definition, Klassifikation und Klinik 
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzündliche Autoimmunerkrankung des 
zentralen Nervensystems (ZNS), die zu Demyelinisierung, in geringerem Ausmaß aber 
auch zu axonalem Schaden führt und durch typische Läsionen in der weißen und 
grauen Substanz gekennzeichnet ist (Lassmann et al. 2007). Sie beginnt meist im 
jungen Erwachsenenalter und verursacht vielfältige neurologische Defizite bei den 
Betroffenen. Dabei kann es sowohl zu Sensibilitätsstörungen und Schmerzen, aber 
auch zu motorischen Ausfällen wie Lähmungen und Koordinationsstörungen kommen. 
Sexuelle Funktionsstörungen, Blasen- und Darmentleerungsstörungen kommen 
ebenfalls vor. Kognitive Beeinträchtigungen und die Fatigue, schnelle geistige und 
körperliche Erschöpfung, machen das Krankheitsbild noch komplexer (Compston and 
Coles 2008).  
Bei der MS werden mehrere Verlaufsformen unterschieden. 85% der Patienten*  
haben zu Beginn der Erkrankung einen schubförmigen Verlauf (relapsing-remitting 
MS, RRMS), der durch Episoden neurologischer Defizite gekennzeichnet ist. 
Zumindest zu Beginn der Erkrankung bildet sich die Schubsymptomatik bei vielen 
Patienten teilweise oder sogar völlig zurück.  In den meisten Fällen geht die 
Erkrankung im Laufe der Zeit allerdings in eine sekundär chronisch progrediente 
Verlaufsform (secondary progressive MS, SPMS) über, welche durch langsam 
zunehmende Behinderung gekennzeichnet ist. Schübe treten dann typischerweise 
nicht mehr auf. Bei den übrigen 15% der Patienten manifestiert sich die MS von Anfang 
an in einer chronisch progredienten Form (primary progressive MS, PPMS) (Compston 
and Coles 2008). Die Unterscheidung der verschiedenen Verlaufsformen der MS ist 
von großer Bedeutung, da die meisten momentan zur Verfügung stehenden 
Therapeutika zwar Einfluss auf die Krankheitsaktivität der schubförmigen MS haben, 
aber bei chronisch progredientem Verlauf nur in begrenztem Maße effektiv sind 
(Lassmann et al. 2007). 
*Aus Gründen der besseren Lesbarkeit wurde in der Arbeit bei Personenbezeichnungen die männliche Form gewählt. 




Die globale Verteilung der MS ist ungleich, aber nicht zufällig. Weltweit geht man von 
mehr als zwei Millionen MS-Patienten aus (Browne et al. 2014), wobei die Prävalenz 
insgesamt einem breitengradabhängigen Gradienten zu folgen scheint, mit geringem 
Erkrankungsrisiko nahe am Äquator und zunehmender Häufigkeit in Richtung der Pole 
(Simpson et al. 2011). In Deutschland, das zu den Ländern mit dem größten 
Erkrankungsrisiko zählt, wurde 2008 eine Prävalenz von 149 pro 100 000 Einwohnern 
angegeben (Weltgesundheitsorganisation 2008). 
Frauen sind durchschnittlich doppelt so häufig betroffen wie Männer. Auffällig ist auch 
ein erhöhtes Vorkommen in der kaukasischen Bevölkerung gegenüber anderen 
Ethnien sowie eine höhere Inzidenz und Prävalenz in Ländern mit hohem 
durchschnittlichem Einkommen (Weltgesundheitsorganisation 2008).  
1.3 Ätiologie 
1.3.1 Genetische Faktoren 
Das Risiko, an MS zu erkranken, ist in der Verwandtschaft von betroffenen Patienten 
gegenüber der normalen Bevölkerung erhöht. Monozygote Zwillinge von MS-Patienten 
haben dabei mit 25-30% das höchste Risiko (Ebers et al. 1986; Sadovnick et al. 1993). 
Laut einer Metaanalyse von drei großen Studien erkranken andere Geschwister mit 
einer Wahrscheinlichkeit von 3%, während das Erkrankungsrisiko der Eltern und 
Kinder von Betroffenen bei 2% liegt und Verwandte zweiten und dritten Grades ein 
kleineres Risiko zeigen (Compston 1999). Die Erkrankungswahrscheinlichkeit von 
Adoptivgeschwistern ist hingegen mit dem der umgebenden Bevölkerung vergleichbar 
(Ebers et al. 1995).  
Das erhöhte Risiko in der Verwandtschaft von betroffenen Patienten legt den Einfluss 
von genetischen Faktoren nahe. Ein monogener Erbgang konnte in Stammbäumen 
nicht nachgewiesen werden. Vielmehr wird in der Krankheitsentwicklung der Einfluss 
von vielen Genen vermutet (Beecham et al. 2013), sodass die MS zu den komplex 
genetischen Erkrankungen gezählt wird. 
Für das größte genetische Risiko sind offenbar Variationen in Genen des humanen 
Leukozytenantigen-Systems (HLA-Systems), insbesondere im HLA-DRB1-Lokus, 
verantwortlich. Diese Gene kodieren für Moleküle des 
Haupthistokompatibilitätskomplexes (Major Histocompatibility Complex (MHC)) der 
Klasse II, welche über die Präsentation von verschiedenen Antigenen das 
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Immunsystem beeinflussen können. Das HLA-DRB1*1501-Allel und der mit ihm 
assoziierte Haplotyp DRB1*1501-DQB1*0602 oder DR2 gehen in den meisten 
Bevölkerungsgruppen mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko einher  (Barcellos et al. 
2003). Homozygote Träger haben im Vergleich zu heterozygoten Trägern ein 
besonders hohes Erkrankungsrisiko und sind zudem häufiger von schwereren 
Verlaufsformen betroffen (Barcellos et al. 2003). Der Mechanismus, der in 
Anwesenheit dieses Allels zur Krankheitsentwicklung führt, ist bislang zwar nicht 
vollständig geklärt, möglicherweise spielen jedoch strukturelle Veränderungen im 
MHC-Molekül eine Rolle, welche die Präsentation von Autoantigenen wie Myelin-
Basisches Protein (MBP) erleichtern. 
In Anwesenheit des DR*15-Allels kann das HLA-DRB1*08-Allel die 
Erkrankungswahrscheinlichkeit weiterhin erhöhen, HLA-DRB1*14 Positivität gilt 
hingegen als ein protektiver Faktor  (Barcellos et al. 2006). Neben den genannten 
Allelen sind auch einige andere Variationen in HLA-Genen von Bedeutung, wobei 
abhängig von der Bevölkerungsgruppe unterschiedliche Allele als besondere 
Risikofaktoren für MS gelten (Didonna and Oksenberg 2015). 
Dass der HLA-Lokus nicht allein für die genetische Suszeptibilität verantwortlich ist, 
sondern auch andere nicht daran gekoppelte Determinanten existieren müssen, wurde 
bereits 1987 gezeigt  (Risch 1987), jedoch blieben andere Risikoallele über lange Zeit 
unentdeckt (Sawcer et al. 2005). Durch genomweite Assoziationsstudien konnten 
jedoch bis jetzt insgesamt 110 andere Einzelnukleotid-Polymorphismen identifiziert 
werden, die das MS-Risiko ebenfalls, wenn auch in geringerem Maße, erhöhen 
(Beecham et al. 2013). Auffällig dabei war, dass überproportional viele Veränderungen 
in Genen gefunden wurden, welche an der Regulation des Immunsystems beteiligt 
sind, was die Theorie der autoimmunen Genese der MS weiter unterstützt. Beispiele 
hierfür sind Polymorphismen in den Genen des IL-2- und des IL-7-Rezeptors (Hafler 
et al. 2007).  
1.3.2 Umweltfaktoren 
Auch wenn ein bestimmter genetischer Hintergrund das Risiko für MS deutlich erhöht, 
scheinen genetische Faktoren nicht allein für die Entwicklung der Krankheit 
verantwortlich zu sein.  Vielmehr wird eine komplexe Interaktion zwischen genetischen 
Variationen und verschiedenen Umweltfaktoren in der Krankheitsentstehung vermutet.  
Dafür spricht die Tatsache, dass monozygote Zwillinge trotz identischen Erbguts 
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häufig diskordant für MS sind (Sadovnick et al. 1993). Für einen Einfluss der 
Umgebung sprechen außerdem die Ergebnisse einer Migrationsstudie, die aufzeigen, 
dass Migranten, welche vor dem 15. Lebensjahr von einem Hochrisikogebiet in ein 
Gebiet mit niedriger MS-Prävalenz ziehen, das niedrigere Erkrankungsrisiko ihrer 
neuen Heimat annehmen (Dean and Kurtzke 1971). Auch der rasche Anstieg der 
Inzidenz und Prävalenz der Erkrankung in den letzten Jahrzehnten (Melcon et al. 
2014) macht genetische Faktoren als alleinige Ursache unwahrscheinlich. 
Umweltfaktoren, die möglicherweise das MS-Risiko erhöhen und im Folgenden 
genauer besprochen werden, sind ein Mangel an Vitamin D, Infektionen beispielsweise 
mit Epstein-Barr-Virus und das Zigarettenrauchen. Auch vermehrte Hygiene könnte zu 
einem erhöhten Risiko führen (Conradi et al. 2011; Leibowitz et al. 1966). Dadurch 
ließe sich eventuell auch die höhere Inzidenz der MS in Bevölkerungsgruppen mit 
höherem sozioökonomischen Status erklären (Kurtzke and Page 1997). Ein Einfluss 
des Alkoholkonsums auf das MS Risiko wurde dagegen nicht nachgewiesen (Massa 
et al. 2013).  
1.3.2.1 Vitamin D Mangel 
Die Ergebnisse von mehreren Studien legen nahe, dass Vitamin D einen gewissen 
Schutz vor der Entwicklung einer MS bietet. Da die Exposition zu Sonnenlicht die 
Hauptquelle für Vitamin D darstellt, könnte dadurch z.T. auch die geringere Prävalenz 
der Erkrankung in Gebieten nahe am Äquator (Simpson et al. 2011) erklärt werden. 
Eine negative Korrelation zwischen Sonnenlichtexposition und MS Risiko wurde auch 
beim Vergleich der MS Prävalenz in verschiedenen Regionen Australiens festgestellt 
(van der Mei et al. 2001). Auch wenn Hinweise darauf existieren, dass Sonnenlicht 
ebenfalls über Vitamin D unabhängige Mechanismen das Erkrankungsrisiko senken 
kann (Becklund et al. 2010),  gilt eine schützende Funktion von Vitamin D als erwiesen. 
Denn sowohl hohe Konzentrationen an Vitamin D im Serum (Munger et al. 2006) als 
auch die Einnahme von Vitamin D Präparaten (Munger et al. 2004) sind mit einem 
geringeren Erkrankungsrisiko assoziiert. Ferner konnte durch Supplementierung von 
1,25-(OH)2 Vitamin D3 oder Vitamin D3 eine Reduktion der Krankheitsaktivität in 
experimenteller Autoimmunenzephalomyelitis (EAE), dem Tierversuch der MS, 
erreicht werden (Lemire and Archer 1991; Spach and Hayes 2005).  
Auch genetische Analysen deuteten auf eine schützende Funktion von Vitamin D hin. 
Genvariationen, die zu einem Funktionsverlust der 1-alpha-Hydroxlase führen und 
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somit die Umwandlung des Vitamins in seine aktive Form verhindern, gehen mit einem 
deutlich erhöhten Risiko für MS einher (Ramagopalan et al. 2011). 
Die schützende Wirkung von Vitamin D wird auf seine Rolle in der Regulation des 
Immunsystems und in der Reduktion von Entzündungsprozessen zurückgeführt. Denn 
1,25-(OH)2 Vitamin D3 führt zu einer Veränderung des Immunzellrepertoires mit 
anteilsmäßig weniger CD4+ T-Lymphozyten. Die Zahl an IL-6 und IL-17 
produzierenden Zellen sinkt, während die Anzahl der Zellen mit immunsuppressiven 
Eigenschaften wie regulatorischen T-Zellen und IL-10 produzierenden Zellen steigt 
(Correale et al. 2009).  
Diese schützenden Eigenschaften von Vitamin D sind nicht nur in der Prävention der 
MS von Bedeutung, sondern auch in der Beeinflussung des Krankheitsverlaufs. Eine 
Supplementierung des Vitamins gilt bei MS-Patienten als sinnvoll, da die 
Konzentration von 1,25-(OH)2 Vitamin D3 bei Patienten, die gerade einen Schub 
erlitten, gering war im Vergleich zu Patienten in Remission (Correale et al. 2009). Hohe 
Vitamin D Konzentrationen im Serum scheinen insgesamt  die Schubrate bei MS-
Patienten zu reduzieren (Mowry et al. 2010; Simpson et al. 2010).  
1.3.2.2 Infektionen 
Als weitere Risikofaktor für die Entwicklung einer MS gelten einige virale Infektionen. 
Unter anderem wird ein potentieller Einfluss des Humanen Herpes Virus 6, dessen 
Expression in MS-Läsionen nachgewiesen wurde (Challoner et al. 1995), diskutiert. 
Die meisten Hinweise gibt es jedoch auf eine pathogenetische Rolle des Epstein-Barr-
Virus (EBV).  
Auch wenn der EBV selbst in MS-Läsionen nicht nachgewiesen wurde (Hilton et al. 
1994), legen Ergebnisse mehrerer Studien (Martyn et al. 1993; Operskalski et al. 1989) 
einen Einfluss des EBV auf das MS-Risiko nahe. Laut einer Meta-Analyse von 
mehreren Studien zur Assoziation zwischen EBV und MS ist dabei das Alter zum 
Zeitpunkt der EBV-Infektion von Bedeutung. Denn während das MS-Risiko von 
Personen, die seronegativ für EBV sind, also noch nie infiziert wurden, sehr niedrig ist, 
findet man ein erhöhtes Risiko nach einer EBV-Infektion in früher Kindheit, jedoch das 
höchste Risiko nach einer EBV-Infektion im frühen Erwachsenenalter, die oft als 
infektiöse Mononukleose manifest wird (Thacker et al. 2006). Die Tatsache, dass das 
Alter bei der Infektion von Bedeutung ist, könnte eventuell auch das kleinere 
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Erkrankungsrisiko von Probanden mit geringfügig jüngeren Geschwistern (Ponsonby 
et al. 2005) erklären, die möglicherweise schon in jüngerem Alter dem Virus 
ausgesetzt sind.  
Die Erhöhung des Erkrankungsrisikos durch eine EBV-Infektion wird unter anderem 
dadurch erklärt, dass strukturelle Ähnlichkeiten zwischen viralen Antigenen und MBP 
existieren (Lang et al. 2002). Aufgrund dieser sogenannten molekularen Mimicry 
können auf MBP sensibilisierte autoreaktive T-Zellen im Rahmen einer Kreuzreaktion 
auch EBV-Peptide erkennen, sodass sie in der Folge aktiviert werden und später im 
zentralen Nervensystem (ZNS) eine Entzündungsreaktion initiieren.  
1.3.2.3 Rauchen 
Schon seit mehreren Jahrzehnten wird ein Einfluss des Rauchens auf MS in Erwägung 
gezogen (Wingerchuk 2012), wobei mittlerweile auch die Ergebnisse großer Studien 
und Metaanalysen eine Assoziation zwischen dem Zigarettenrauchen und einem 
erhöhten Erkrankungsrisiko nahelegen (Handel et al. 2011; Hernán et al. 2001). Dabei 
scheint die kumulative Dosis der gerauchten Zigaretten von Bedeutung zu sein, denn 
sowohl die Intensität als auch die Dauer des Rauchens tragen unabhängig 
voneinander zur Risikoerhöhung bei (Hedstrom et al. 2013). Insgesamt haben 
Raucher ein 1,5-fach erhöhtes Erkrankungsrisiko im Vergleich zu Nichtrauchern 
(Hedstrom et al. 2013). Das Ausmaß der Risikoerhöhung scheint dabei abhängig vom 
genetischen Hintergrund zu sein, denn insbesondere bei Trägern des HLA DRB1*15-
Allels wird durch das Rauchen das Erkrankungsrisiko erhöht (Hedström et al. 2011). 
Solche Interaktionen mit genetischen Faktoren können mittlerweile sogar auch für  das 
Passivrauchen angenommen werden (Hedström et al. 2014).  
Nicht nur das Risiko, sondern auch der Krankheitsverlauf der MS wird durch das 
Rauchen beeinflusst. Mehreren Studien deuten darauf hin, dass sich durch das 
Rauchen das Risiko der Entwicklung einer sekundär chronisch progredienten MS aus 
einer schubförmigen MS erhöht (Handel et al. 2011; Hernán et al. 2005). Außerdem 
scheint Rauchen innerhalb der chronisch progredienten Verlaufsformen das 
Fortschreiten der Behinderung zu beschleunigen (Wingerchuk 2012). Hier wurden 
sowohl eine Fall-Kontroll-Studie als auch eine Kohortenstudie durchgeführt. Mit der 
Fall-Kontroll-Studie sollte der Einfluss des Rauchens auf das MS-Risiko, mit der 




Die Ergebnisse zeigen, dass durch Rauchen das MS-Risiko erhöht ist und deuten 
darauf hin, dass durch Rauchen das Risiko einer Konversion von der schubförmigen 
in die sekundär chronisch progrediente Verlaufsform erhöht wird (Hernán et al. 2005; 
Wingerchuk 2012).   
Die Mechanismen, über die Rauchen zur MS-Risiko-Erhöhung beiträgt, sind noch nicht 
vollständig geklärt. Im EAE-Modell konnte allerdings gezeigt werden, dass 
myelinspezifische T-Zellen in der Lunge präsent sind, nach lokaler Stimulation 
proliferierten und letztendlich im ZNS zu einer Entzündungsreaktion führen  (Odoardi 
et al. 2012). Diese Ergebnisse lassen an eine Bedeutung der chronischen Irritation der 
Lunge durch das Rauchen denken.  Aber auch neurotoxische Effekte und eine 
Zunahme der Häufigkeit von respiratorischen Infekten, die durch das Rauchen 
verursacht wird, könnten eine Rolle spielen (Ascherio and Munger 2007).  
1.4 Pathologie und Pathophysiologie 
Charakteristisch für die MS ist das Vorkommen von demyelinisierenden Läsionen im 
ZNS, wobei sich diese hinsichtlich morphologischer Kennzeichen in einerseits akute, 
aktive und andererseits chronische, inaktive Läsionen unterteilen lassen. Während 
letztere häufiger bei primär oder sekundär chronisch progredienter MS vorkommen, 
sind akute, aktive Läsionen eher typisch für die schubförmig verlaufende Erkrankung 
(Popescu and Lucchinetti 2012). 
Akute, aktive Läsionen sind gekennzeichnet durch starke Demyelinisierung und 
massive Infiltration von T- und B-Lymphozyten sowie von Makrophagen, welche 
Myelin-Abbauprodukte enthalten. Der axonale Schaden ist in aktiven Läsionen eher 
schwach ausgeprägt, aber dennoch vorhanden. Typisch für die akuten, aktiven 
Läsionen ist auch eine früh einsetzende Remyelinisierung durch reife 
Oligodendrozyten inmitten der demyelinisierten Umgebung. Im Gegensatz dazu 
zeigen sich chronische, inaktive Läsionen hypozellulär. Makrophagen, Mikroglia und 
Lymphozyten sind hier deutlich seltener zu erkennen. Der axonale Schaden tritt hier 
mehr in den Vordergrund und die Remyelinisierung ist insuffizient. Sogenannte 
schwelende Läsionen nehmen eine Art Mittelstellung zwischen den bisher genannten 
Läsionen ein. Dabei handelt es sich um scharf begrenzte demyelinisierte Läsionen mit 
einem hypozellulären Zentrum, aber einer hohen Zahl an Makrophagen und Mikroglia 
in der Peripherie (Popescu and Lucchinetti 2012). 
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Während chronische Läsionen sich unter morphologischen Gesichtspunkten meist 
ähneln, konnten Lucchinetti et al. innerhalb der aktiven Läsionen der frühen 
schubförmig verlaufenden MS vier verschiedene Subtypen identifizieren, die im 
Folgenden beschrieben werden (Popescu and Lucchinetti 2012). Dabei waren die 
Läsionsarten zwar interindividuell verschieden, intraindividuell jedoch gleich. Die 
Heterogenität lässt deshalb unterschiedliche pathogenetische Faktoren vermuten, 
sodass individuelle Therapieansätze sinnvoll wären. Läsionen vom Subtyp I sind durch 
Infiltrationen von T-Lymphozyten und Makrophagen gekennzeichnet.  Antikörper- und 
Komplementablagerungen finden sich hier nicht, wodurch sie sich von den Läsionen 
des Subtyp II abgrenzen. Diese weisen neben Zellinfiltraten nämlich auch 
Immunglobulin- und Komplementablagerungen auf. Das Angriffsziel dieser 
Immunglobuline wurde bisher noch nicht identifiziert. Dennoch sprechen vor allem 
Patienten mit dieser Läsionsart gut auf eine Plasmapheresebehandlung an (Keegan 
et al. 2005), was eine pathogenetische Wirkung der vorhandenen Antikörper nahelegt. 
Typ-III-Läsionen sind durch apoptotischen Untergang von Oligodendrozyten 
charakterisiert. Metabolischer Stress der Oligodendrozyten wird hier als mögliche 
Läsionsursache vermutet. Typ-IV-Läsionen wurden nur sehr selten bei primär 
chronisch progredienter MS gefunden. Hier kam es zu einem nicht-apoptotischen 
Untergang von Oligodendrozyten in der periläsionalen weißen Substanz (Popescu and 
Lucchinetti 2012).  
Auch wenn MS lange Zeit als Erkrankung der weißen Substanz angesehen wurde, 
fanden Studiengruppen der Pathologie heraus, dass auch die graue Substanz von 
Läsionen betroffen ist. Hinsichtlich ihrer Ausdehnung lassen sich drei Typen kortikaler 
Läsionen unterscheiden. Während manche Läsionen komplett innerhalb des Kortex 
lokalisiert sind, entstehen andere im Grenzbereich zwischen der grauen und weißen 
Substanz. Kortikale Läsionen der dritten Gruppe hingegen reichen von der 
Hirnoberfläche in den Kortex hinein (Peterson et al. 2001). Läsionen in der grauen 
Substanz werden als pathologisches Korrelat für den irreversiblen 
Behinderungsfortschritt bei chronisch progredienten Verlaufsformen verantwortlich 
gemacht (Kutzelnigg et al. 2005). Sie kommen allerdings nicht nur bei primär und 
sekundär chronisch progredienter MS, sondern auch in frühen Stadien mit 




In der Immunpathogenese der MS wird ein autoimmuner Ursprung vermutet. Die 
multiplen Läsionen scheinen dadurch zu entstehen, dass autoreaktive Zellen 
Bestandteile des ZNS angreifen und in der Folge zu Demyelinisierung und in geringem 
Ausmaß auch zu axonalem Schaden führen (Weissert 2013). Welche Autoantigene in 
der Pathogenese der MS den primären Angriffspunkt der Immunzellen darstellen, ist 
bislang noch nicht geklärt. Im Zentrum der Forschung stehen unter anderem einige 
myelinische Proteine wie Myelin-Basisches Protein (MBP), Proteolipidprotein (PLP) 
und myelinisches Oligodendrozytenglykoprotein (MOG) (Riedhammer and Weissert 
2015).  
Der Entstehung autoimmuner Erkrankungen wird physiologischerweise während der 
Entwicklung im Thymus vorgebeugt. Dort werden den reifenden Thymozyten 
verschiedene Autoantigene auf MHC-Molekülen präsentiert. Diejenigen Thymozyten, 
welche diese Antigene mit zu hoher Affinität binden, werden als autoreaktive Zellen 
erkannt und im Rahmen der negativen Selektion in die Apoptose getrieben. Bei 
Versagen dieser zentralen Toleranz können solche autoreaktiven Zellen jedoch der 
negativen Selektion entkommen und in die Peripherie gelangen (Riedhammer and 
Weissert 2015). Eine Autoimmunerkrankung wie MS kann die Folge sein. 
Zur Manifestation der Erkrankung kommt es dann, wenn naive autoreaktive CD4+ T-
Lymphozyten in der Peripherie aktiviert werden. Die Mechanismen, welche zu dieser 
peripheren Aktivierung führen, sind noch nicht abschließend geklärt, doch mehrere 
Hypothesen bestehen. Diskutiert wird u.a. eine Aktivierung im Rahmen von 
Infektionen. Infektiöse Triggerfaktoren könnten aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zu 
myelinischen Proteinen von autoreaktiven Zellen im Rahmen einer Kreuzreaktion 
erkannt werden, woraufhin diese Zellen aktiviert werden (Riedhammer and Weissert 
2015). Dieser Mechanismus, der als molekulare Mimicry bezeichnet wird, wurde schon 
früher als bedeutsam in der Pathogenese angesehen (Weissert et al. 1998). Aber auch 
unabhängig von strukturellen Ähnlichkeiten könnten infektiöse Faktoren zur Initiierung 
der Entzündung beitragen, indem sie über eine allgemeine Aktivierung des 
Immunsystems im Sinne einer Bystander Reaktion zum Verlust der Selbsttoleranz 
führen (Haring et al. 2002). Nach einer anderen Hypothese könnte die Aktivierung 
autoreaktiver T-Lymphozyten unabhängig von Infektionen zustande kommen, 
dadurch, dass diese mit Myelinfragmenten in Kontakt kommen, die von 
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antigenpräsentierenden Zellen in den zervikalen Lymphknoten präsentiert werden 
(Vos et al. 2002). 
Nachdem autoreaktive T-Zellen in der Peripherie aktiviert wurden, können sie in das 
ZNS migrieren, wo sie durch an MHC-Moleküle gebundene ZNS-spezifische Antigene 
erneut aktiviert werden. Daraufhin veranlassen sie eine Entzündungsreaktion. Durch 
das Zusammenspiel von verschiedenen Zellspezifitäten kommt es dann zur 
Entstehung der typischen Läsionen mit Demyelinisierung und axonalem Schaden. Im 
Rahmen des sog. Epitope Spreading breitet sich die Immunantwort dann auch auf 
andere Antigene aus, die ursprünglich noch keine Angriffsziele der Immunzellen 
darstellten (Selter and Hemmer 2013). 
Bei der Entstehung der Krankheit sind verschiedene Zellspezifitäten beteiligt. Von 
zentraler Bedeutung scheinen die CD4+ T-Lymphozyten zu sein (Sawcer et al. 2011). 
Sie regulieren und beeinflussen die Aktivität anderer Immunzellen. Allerdings scheinen 
sie nicht allein für die Erkrankung verantwortlich zu sein. Vielmehr wird ein komplexes 
Zusammenspiel von Zellen des adaptiven und des angeborenen Immunsystems 
verantwortlich gemacht, bei dem auch CD8+ T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-
Zellen und Mikroglia  zum Gewebeschaden beitragen (Weissert 2013). 
1.5.1 Die Rolle der CD4+ T-Lymphozyten 
CD4+ T-Lymphozyten scheinen die zentrale Rolle in der Immunpathogenese der MS 
einzunehmen, da das größte genetische Erkrankungsrisiko mit bestimmten Allelen 
einhergeht, welche für MHC-Klasse-II-Moleküle kodieren (Sawcer et al. 2011). Die 
CD4+ Lymphozyten initiieren die Entzündungsreaktion, indem sie durch Sekretion von 
Zytokinen und Immunmediatoren Makrophagen und andere Immunzellen in das ZNS 
rekrutieren (Selter and Hemmer 2013).  
Eine naiver CD4+ T-Lymphozyt kann sich in Anwesenheit verschiedener Zytokine zu 
unterschiedlichen Subtypen von T-Helfer-Zellen entwickeln, wobei die Bedeutung der 
einzelnen Subtypen in der Pathogenese noch nicht vollständig geklärt ist (Riedhammer 
and Weissert 2015). Insgesamt wird den IFN-γ produzierenden TH1-Zellen die größte 
Bedeutung zugesprochen.  Sie werden für die Initiierung der Entzündungsreaktion 
verantwortlich gemacht (Lowther et al. 2013; O'Connor et al. 2008) und machen bei 
MS-Patienten einen höheren Anteil im CD4+ Repertoire aus als bei gesunden 
Kontrollpersonen (Nakajima et al. 2004). Außerdem legen Untersuchungen von PLP- 
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und MBP-spezifischen Zelllinien eine pathogene Funktion der TH1-Zellen nahe. Denn 
T-Lymphozyten, die von MS-Patienten isoliert wurden, zeigten eine signifikant höhere 
TH1-Zytokinproduktion als diejenigen von gesunden Kontrollpersonen (Tejada-Simon 
et al. 2001) und laut einer Studie, in der das Muster der Zytokinsekretion durch 
autoreaktive PLP-spezifische T-Zellen im zeitlichen Verlauf untersucht wurde, zeigte 
sich während der aktiven Phase eine Veränderung des Zytokinmusters zugunsten von 
IFN-γ (Correale et al. 1995). Dennoch existieren auch Hinweise auf eine 
pathogenetische Funktion der TH17-Zellen (Fletcher et al. 2010), wobei ihnen der 
Zugang zum ZNS womöglich nur durch die TH1-Zellen ermöglicht wird (O'Connor et 
al. 2008). Den regulatorischen T-Lymphozyten dagegen wird eher eine protektive 
Funktion zugesprochen. Bei MS-Patienten sind sie möglicherweise in ihrer Funktion 
beeinträchtigt (Fletcher et al. 2010). 
1.5.2 Die Rolle der CD8+ T-Lymphozyten 
Eine Rolle der CD8+ Lymphozyten in der Pathogenese der MS wurde lange Zeit 
vernachlässigt, da das größte genetische Risiko mit Allelen, die für MHC-II-Moleküle 
kodieren, assoziiert ist (Sawcer et al. 2011). Allerdings sind CD8+ T-Lymphozyten 
sogar in höherer Zahl in MS-Läsionen zu finden als CD4+ T-Zellen (Babbe et al. 2000), 
was auch für sie eine pathogenetische Rolle nahelegt. Aufgrund ihrer Reaktivität auf 
MHC-I gebundene Peptide, welche im Gegensatz zu MHC-II gebundenen Peptiden 
auch auf Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen exprimiert werden, könnten sie 
auf direktem Wege ZNS-spezifische Zellen schädigen (Neumann 2002). Auf der 
anderen Seite existieren auch regulatorische CD8+ Lymphozyten, welche durch 
Inhibierung von autoreaktiven CD4+ Lymphozyten den Krankheitsverlauf positiv 
beeinflussen können (Correale and Villa 2010). 
1.5.3 Die Rolle der B-Lymphozyten 
Auch wenn den T-Lymphozyten die zentrale Rolle in der Immunpathogenese 
zugesprochen wird, scheinen auch die B-Lymphozyten von Bedeutung zu sein.  
Diese könnten auf unterschiedliche Weise zur Entstehung von MS-Läsionen beitragen. 
Einerseits können sie die zellvermittelte Immunantwort beeinflussen, indem sie 
proinflammatorische Zytokine sezernieren. In ihrer Funktion als antigenpräsentierende 
Zellen können sie außerdem Antigene internalisieren und in prozessierter Form auf 
MHC-II-Molekülen den T-Zellen präsentieren. Andererseits bewirken sie durch die 
Produktion von Antikörpern eine humorale Immunantwort (Duddy and Bar-Or 2006; 
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Riedhammer and Weissert 2015). Die von ihnen produzierten Immunglobuline könnten 
auch pathogenetisch wirken, denn vor allem diejenigen Patienten, in deren Läsionen 
Immunglobulinablagerungen zu finden sind, sprechen gut auf eine 
Plasmapheresetherapie an (Keegan et al. 2005).  
Für eine pathogenetische Rolle von B-Zellen sprechen auch die Erfolge von 
Behandlungen mit Rituximab oder Ocrelizumab bei MS-Patienten. Dabei handelt es 
sich um Anti-CD20-Antikörper, die zu einer Depletion von B-Zellen führen und bei MS-
Patienten sowohl die Anzahl an Kontrastmittel aufnehmenden Läsionen als auch die 
Schubrate reduzieren konnten (Hauser et al. 2008; Kappos et al. 2011).  
1.6 Therapiemöglichkeiten bei MS 
In der Behandlung der MS wird die Akuttherapie eines Schubes von der über einen 
längeren Zeitraum durchgeführten verlaufsmodifizierenden Therapie unterschieden. 
Eine parallel durchgeführte symptomatische Therapie kann daneben spezifisch 
einzelne Beschwerden lindern (Garg and Smith 2015). 
Ein akuter Schub kann beispielsweise durch intravenöse Verabreichung von 
Methylprednisolon oder durch Plasmapherese behandelt werden  (Berkovich 2013). 
Auf die verlaufsmodifizierenden Medikamente, die zum größten Teil in den letzten 
beiden Jahrzehnten entwickelt wurden, wird nun etwas genauer eingegangen. Ihr Ziel 
ist es, die Schubrate und -schwere zu reduzieren und die Krankheitsprogression zu 
verzögern. Auf dem Markt stehen dabei mehrere Medikamentengruppen zur 
Verfügung, die auf unterschiedliche Weise die Überreaktivität des Immunsystems 
dämpfen. Während sie den Verlauf bei der schubförmigen MS meist günstig 
beeinflussen, war ihre Wirkung auf chronisch progrediente Formen jedoch meist sehr 
begrenzt (Weissert 2013). Für die primär chronisch progrediente MS kann 
Ocrelizumab eingesetzt werden, welches als Anti-CD20-Antikörper zu einer Depletion 
der B-Lymphozyten  führt (Flynn and Gerriets 2019). Verglichen mit der Einnahme 
eines Placebos ging seine Anwendung in einer Phase III Studie mit einem geringeren 
Prozentsatz an klinisch oder radiologisch gemessener Krankheitsprogression bei 
PPMS-Patienten einher (Montalban et al. 2017). Bei der schubförmig verlaufenden MS 
stehen hingegen mehrere Medikamentengruppen zur verlaufsmodifizierenden 
Therapie zur Verfügung, welche im Folgenden genauer beschrieben werden. 
Grundsätzlich wird dabei die Therapie bei milden und moderaten Verlaufsformen von 
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derjenigen bei hochaktiven Verlaufsformen unterschieden (Deutsche Gesellschaft für 
Neurologie 2014).  
1.6.1 Therapie der schubförmigen MS bei milden und moderaten Verläufen 
Medikamente der ersten Wahl zur Behandlung von milden oder moderaten 
Verlaufsformen der MS sind Interferon-β-Präparate, Glatirameracetat, 
Dimethylfumarat und Teriflunomid  (Deutsche Gesellschaft für Neurologie 2014). 
Interferon-β wirkt antiviral, immunmodulierend und antiproliferativ. Es war das erste 
Medikament, das sich effektiv darin zeigte, den Verlauf der MS günstig zu beeinflussen 
(Reder and Feng 2014). 1996 kam Glatirameracetat auf den Markt. In seinem Aufbau 
aus vier verschiedenen Aminosäuren ähnelt es dem MBP. Sein Wirkmechanismus ist 
noch nicht endgültig geklärt. In Diskussion stehen die Beeinflussung der 
Differenzierung von CD4+ T-Lymphozyten und der Zytokinsekretion sowie die 
Modulation der Antigenpräsentation durch Zellen des angeborenen Immunsystems. 
Aber auch direkte neuroprotektive und remyelinisierende Eigenschaften könnten zur 
Minderung der Krankheitsaktivität durch Glatirameracetat beitragen (Lalive et al. 
2011). Als Dihydro-Orotat-Dehydrogenase-Inhibitor wirkt Teriflunomid, welches 2013 
für die Behandlung der schubförmigen MS zugelassen wurde. Es hemmt die 
Pyrimidinsynthese in B- und T-Lymphozyten und somit deren Proliferation, sodass die 
Inflammation im ZNS gesenkt wird. Andere sich schnell teilende Zellen wie 
hämatopoetische Zelllinien dagegen bleiben unbeeinträchtigt (Oh and O'Connor 
2013). 2014 wurde Dimethylfumarat für die Behandlung der MS zugelassen. Es war 
schon lange vorher aus der Behandlung der Psoriasis bekannt und entfaltet seine 
Wirkung durch Verschiebung des Zytokinproduktion in Richtung eines TH2-Profils. 
Außerdem hat es schützende Eigenschaften auf Gliazellen, Oligodendrozyten und 
Neurone (Bomprezzi 2015).  
1.6.2 Therapie der schubförmigen MS bei (hoch)aktiven Verlaufsformen 
Bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivität wurden in den vergangenen Jahren 
Alemtuzumab, Natalizumab und Fingolimod als Erstlinientherapeutika eingesetzt 
(Deutsche Gesellschaft für Neurologie 2014). Als neuere Medikamente stehen nun 
auch oral verabreichtes Cladribin oder das bereits genannte Ocrelizumab zur 
Verfügung. Diese Medikamente zeigen sich sehr effektiv in der Beeinflussung des 
Krankheitsverlaufs, haben jedoch kein so günstiges Nebenwirkungsprofil wie 
diejenigen Medikamente, welche bei milden oder moderaten Verlaufsformen die 
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Erstlinientherapeutika darstellen. Außerdem ist ihre langfristige Sicherheit noch nicht 
geklärt. Insbesondere zu Alemtuzumab erschienen im Verlauf Berichte zu 
schwerwiegenden Nebenwirkungen, sodass dieses seit April 2019 nicht mehr zu den 
Medikamenten der ersten Wahl bei hochaktiven Verlaufsformen gezählt wird. Die 
Indikation für Alemtuzumab steht jetzt nur noch bei Erwachsenen, bei denen zuvor 
eine vollständige und adäquate Behandlung mit mindestens zwei anderen 
verlaufsmodifizierenden Therapien versagt hat oder bei denen alle anderen 
verlaufsmodifizierenden Therapien kontraindiziert sind (Sanofi-Aventis Deutschland 
GmbH 2019). Die Wirkungsweise von Alemtuzumab wird in einem eigenen Kapitel 
dargestellt, da dessen Wirkungsmechanismen in der Dissertationsarbeit untersucht 
wurden. Hingegen erfolgt hier ein Überblick über die anderen bei hochaktiven 
Verlaufsformen zur Anwendung kommenden Therapeutika.  
Natalizumab ist ein monoklonaler Antikörper, der die α-Kette des α4β1-Integrins auf 
Lymphozyten und Monozyten blockiert. Dadurch wird die Interaktion zwischen diesen 
Zellen und den vaskulären endothelialen Zellen der Blut-Hirn-Schranke gestört, 
sodass die Lymphozyten nicht in das ZNS migrieren können (Ransohoff 2007). 
Natalizumab zeigte sich sehr effektiv in der Behandlung der schubförmigen MS und 
konnte im Vergleich zu einem Placebo die Zahl an neuen gadoliniumaufnehmenden 
Läsionen im MRT nach 2 Jahren sogar um 92% reduzieren (Polman et al. 2006). 
Leider ist seine Anwendung mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer 
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) verbunden, einer 
schwerwiegenden opportunistischen Infektion der Oligodendrozyten im ZNS, die durch 
Reaktivierung des JC-Virus zustande kommt und oft letal endet (Weissert 2011). 
Insbesondere bei positivem JC-Antikörperstatus steigt das Risiko (Bloomgren et al. 
2012), weshalb dieser während einer Natalizumab-Behandlung regelmäßig überprüft 
werden sollte.  
Als erstes orales Medikament für die Behandlung der RRMS wurde Fingolimod 2010 
zugelassen. Es wirkt als Modulator des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors auf 
Lymphozyten, welche auf diese Weise im sekundären lymphatischen Gewebe 
zurückgehalten werden. Auch ein direkter Einfluss auf Oligodendrozyten wird diskutiert 
(Pelletier and Hafler 2012). Auch Fingolimod zeigte sich in der Behandlung der 
schubförmigen MS hinsichtlich klinischer und radiologischer Parameter effektiv. Das 
langfristige Sicherheitsprofil kann bis jetzt allerdings noch nicht endgültig abgeschätzt 
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werden. Die bisher beobachteten Nebenwirkungen umfassten unter anderem das 
Vorkommen von Bradykardien, atrioventrikulären Leitungsblöcken und 
Makulaödemen (Kappos et al. 2010). 
Als erste orale Kurzzeittherapie wurde in Europa 2017 Cladribin für die Therapie 
hochaktiver Verlaufsformen der RRMS zugelassen. Dabei handelt es sich um ein 
Prodrug, welches nach Aufnahme in die Lymphozyten zum aktiven Metaboliten 2-
Chlorodesoxy-Adenosin-5´-Triphosphat phosphoryliert wird. Dieses stört als 
Nukleosidanalogon die DNA-Synthese und -Reparatur und führt so zur Apoptose und 
zum Untergang sowohl von sich teilenden als auch von ruhenden Lymphozyten. Durch 
seine Fähigkeit zur Passage der Blut-Hirn-Schranke könnte Cladribin seinen 
therapeutischen Effekt auch auf Lymphozyten im zentralen Nervensystem entfalten 
(Boyko and Boyko 2018). In einer Phase III Studie führte Cladribin zu einer 
signifikanten Reduktion der Schubrate. Auch hinsichtlich des Risikos für die 
Krankheitsprogression zeigte es Wirkung (Giovannoni et al. 2010).  
Ocrelizumab entfaltet seine Wirkung über Beeinflussung des humoralen 
Immunsystems. Als CD20-Antikörper führt er vor allem über antikörperabhängige 
zellvermittelte Zytotoxizität zu einer effektiven Depletion zirkulierender B-Lymphozyten 
(Milo 2019). Neben seiner Anwendung bei PPMS zeigt es auch gute Wirkung bei 
schubförmiger MS. In zwei Phase III Studien führte Ocrelizumab verglichen mit 
Interferon Beta-1a sogar zu einer Reduktion der jährlichen Schubrate um 46% bzw. 
47%. Auch hinsichtlich der Progression im Behinderungsgrad und der Entwicklung der 
Zahl an Gadoliniumaufnehmenden Läsionen zeigte Ocrelizumab eine bessere 
Wirkung   (Hauser et al. 2017). 
Mitoxantron, welches wie Alemtuzumab zu den Medikamenten der zweiten Wahl 
gezählt wird, führt zu Strangbrüchen der Desoxyribonukleinsäure (DNS) und 
verhindert deren Reparatur, sodass Lymphozyten in ihrer Proliferation gestört werden. 
Mitoxantron wirkt allerdings kardiotoxisch und erhöht das Risiko für eine Leukämie. Es 
sollte deswegen nur bei Versagen anderer Therapiealternativen und dringender 






Alemtuzumab richtet sich gegen das Oberflächenmolekül CD52, ein 
glykosylphosphatidylinositolgebundenes Glykoprotein (Xia et al. 1993), das und unter 
anderem auf B- und T-Lymphozyten exprimiert wird (Rao et al. 2012). Als 
monoklonaler Antikörper basierte seine Entwicklung auf dem Prinzip der Hybridom-
Technik, welche 1975 von Köhler und Milstein beschrieben wurde. Diese lässt durch 
Fusionierung von antikörperproduzierenden B-Lymphozyten mit Zellen einer 
Myelomzelllinie sogenannte Hybridzellen entstehen, welche dauerhaft bestehen 
bleiben und Antikörper von vorher festgesetzter Spezifität produzieren können (Köhler 
and Milstein 1975). In der Folge wurde in der Abteilung der Pathologie der Universität 
Cambridge ein monoklonaler Ratten-Antikörper entwickelt, der sich gegen 
Lymphozyten richtete und unter dem Namen Campath 1 bekannt wurde (Hale et al. 
1983). Für das ursprüngliche Ziel der Eliminierung von T-Lymphozyten vor 
Knochenmarkstransplantationen galt dieser als vielversprechend, da er im Gegensatz 
zu vorher entwickelten Antikörpern humanes Komplement fixierte und außerdem 
spezifisch auf Lymphozyten reagierte, während andere hämatopoietische Zellen 
unbeeinträchtigt blieben (Hale et al. 1983). Eine humanisierte Form des Antikörpers, 
Campath-1H, wurde bis 1988 von der gleichen Arbeitsgruppe entwickelt (Waldmann 
and Hale 2005). Alemtuzumab ist der internationaler Freiname dieser humanisierten 
Form.  
1.6.3.2 Zulassung von Alemtuzumab in der MS-Therapie 
Bevor Alemtuzumab zur Behandlung der schubförmigen MS im Jahr 2014 zugelassen 
wurde, war es bereits als Immunsuppressivum nach Transplantationen (Hanaway et 
al. 2011; Kaufman et al. 2006) aber auch zur Behandlung lymphoproliferativer 
Erkrankungen (Keating et al. 2002) herangezogen worden. Auch in der Behandlung 
rheumatologischer Erkrankungen wie Morbus Behçet (Lockwood et al. 2003)  und 
Rheumatoider Arthritis (Weinblatt et al. 1995) fand Alemtuzumab bereits Anwendung.  
Die ersten Untersuchungen zu Alemtuzumab in der Therapie der MS begannen 
ebenfalls schon in den 90er Jahren des vergangenen Jahrhunderts. Nachdem sich in 
einer Pilotstudie erste Hinweise ergaben, dass durch den Antikörper die Zunahme der 
Läsionslast im MRT reduziert werden könnte (Moreau et al. 1994), wurde die 
Stabilisierung der Krankheitsaktivität bei Patienten mit schubförmiger MS durch 
Alemtuzumab zwischen 2002 und 2009 in drei großen Studien beschrieben. Die 
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Ergebnisse dieser Studien führten zur Zulassung von Alemtuzumab für die 
schubförmige MS. Dabei wurde in einer Phase II Studie die Wirkung einer 
Alemtuzumab-Therapie mit der Wirkung einer Interferon-β-1a-Therapie bei Patienten 
mit kürzlich diagnostizierter RRMS über drei Jahre hinweg verglichen. Beurteilt wurde 
der Therapieerfolg vorwiegend durch die Zunahme des Behinderungsgrades, 
gemessen auf der Expanded Disability Status Scale (EDSS), und durch die Schubrate. 
Hinsichtlich beider Kriterien zeigte sich die Alemtuzumab-Behandlung der Interferon-
β-1a Therapie überlegen (Coles et al. 2008). Auch in zwei folgenden Phase III Studien 
hatte Alemtuzumab positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Diese beiden Studien 
unterschieden sich in der Auswahl der Studienteilnehmer. Während die CARE-MS I 
Studie die Wirkung auf Patienten untersuchte, welche vorher noch keine andere 
verlaufsmodifizierende Therapie erhalten hatten, wurden in die CARE-MS II Studie 
Patienten aufgenommen, die unter vorheriger Therapie mit Interferon-β-1a oder 
Glatirameracetat nicht schubfrei blieben. Nur in der CARE-MS II Studie wurde eine 
signifikante Verzögerung der Krankheitsprogression durch Alemtuzumab im Vergleich 
zu Interferon-β-1a nachgewiesen, in der CARE-MS I Studie war der Unterschied 
zwischen den Behandlungsgruppen nicht signifikant. Hinsichtlich der Reduktion der 
Schubrate erwies sich Alemtuzumab aber in beiden Phase III Studien gegenüber dem 
Interferon-β-1a als überlegen (Cohen et al. 2012; Coles et al. 2012a). Laut einer 
Follow-Up Studie der CAMMS223 blieb die Effektivität von Alemtuzumab hinsichtlich 
klinischer Gesichtspunkte länger bestehen, denn über fünf Jahre hinweg reduzierte 
Alemtuzumab das Risiko eines Behinderungsfortschritts um 72% und die Schubrate 
um 69%  im Vergleich zur Interferon-β-1a (Coles et al. 2012b). Zu den sekundären 
Endpunkten in diesen Studien gehörte unter anderem die Anzahl der 
kontrastmittelaufnehmenden Läsionen und die Veränderung des Gehirnvolumens. 
Auch hinsichtlich dieser radiologischen Parameter zeigte sich Alemtuzumab dem 
Interferon-β-1a überlegen.  
1.6.3.3  Überblick über die Funktionsweise 
Zur Behandlung der MS wird Alemtuzumab intravenös in zwei Zyklen verabreicht, erst 
in fünf aufeinanderfolgenden Tagen, ein Jahr später in drei aufeinanderfolgenden 
Tagen jeweils in einer Dosis von 12mg pro Tag (Alemtuzumab prescribing information 
2014). Die Depletion von CD52+ Lymphozyten innerhalb weniger Tage nach 
Applikation von Alemtuzumab wird für die kurzfristigen Effekte des Antikörpers 
verantwortlich gemacht.  Hämatopoetische Vorläuferzellen bleiben dagegen 
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weitgehend unbeeinträchtigt (Gilleece and Dexter 1993) und ermöglichen somit eine 
erneute Rekonstuktion des depletierten Zellpools. B- und T-Lymphozyten und ihre 
jeweiligen Untergruppen brauchen dafür jedoch unterschiedlich lange. Dadurch kommt 
es zu Veränderungen im Lymphozytenpool, die einen wichtigen Beitrag leisten zu der 
lang andauernden Unterdrückung der Krankheitsaktivität (Ruck et al. 2015).  
1.6.3.4 Nebenwirkungen 
Den Vorzügen von Alemtuzumab hinsichtlich der Effektivität in der Behandlung der MS 
stehen einige z.T. schwerwiegende Nebenwirkungen gegenüber. Ob langfristig durch 
Alemtuzumab die Wahrscheinlichkeit für die Entwicklung von Malignomen steigt, muss 
noch geklärt werden. Glücklicherweise wurden jedoch wurde weder in der Phase II 
noch in den beiden Phase III Studien eine signifikant höhere Rate an Malignomen 
unter den Patienten, die mit Alemtuzumab behandelt wurden, nachgewiesen (Coles 
2013).  
Allerdings kam es in der Folge der Alemtuzumab induzierten Lymphopenie zu einer 
beträchtlichen Anzahl an sekundären Autoimmunerkrankungen. Diese betrafen 
vorwiegend die Schilddrüse, in selteneren Fällen aber auch die Nieren oder die 
thrombozytische Funktion. Auch infusionsassoziierte Reaktionen und Infektionen 
werden häufig beobachtet. Diese häufigen Nebenwirkungen werden im Folgenden 
genauer besprochen. Im Verlauf wurde zudem von weiteren schwerwiegenden 
Nebenwirkungen wie kardiovaskulären Ereignissen, neu diagnostizierter 
Autoimmunhepatitis und hämophagozytischer Lymphohistiozytose berichtet, was 
2019 auch zu einer Einschränkung des Anwendungsbereichs von Alemtuzumab führte 
(Sanofi-Aventis Deutschland GmbH 2019). 
1.6.3.4.1 Infusionsassoziierte Reaktionen 
Infusionsassoziierte Reaktionen wurden in den Phase II und III Studien bei jeweils 
mindestens 90% der Patienten beobachtet, wobei der Anteil der Patienten mit 
Reaktionen, die als scherwiegend eingestuft wurden zwischen 1% und 3% lag (Cohen 
et al. 2012; Coles et al. 2008; Coles et al. 2012a). In späteren Infusionszyklen schienen 
sie sich im Vergleich zur ersten Applikation in der Häufigkeit etwas zu reduzieren, 
blieben in der resultierenden Symptomatik jedoch gleich (Coles et al. 2012b). Sie 
werden definiert als Symptome, die innerhalb von 24 Stunden nach der intravenösen 
Applikation auftreten und umfassen u.a. Kopfschmerzen, Hautausschläge, Übelkeit 
und Fieber. Für sie wird unter anderem eine Freisetzung von Zytokinen verantwortlich 
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gemacht, die durch eine Kreuzreaktion mit dem Oberflächenmolekül CD16 der NK-
Zellen verursacht wird  (Wing et al. 1996). Durch prophylaktische Gabe von 
Kortikosteroiden, Antipyretika und Antihistaminika können sie abgeschwächt werden.  
1.6.3.4.2 Infektionen 
Infektionen wurden sowohl in der Phase II als auch in beiden Phase III Studien in der 
Alemtuzumab-Gruppe häufiger beobachtet als bei denjenigen Patienten, die mit 
Interferon-β-1a behandelt wurden. Die meisten Infektionen wurden als mild bis 
moderat eingestuft und umfassten Infektionen der oberen Atemwege, der Harnwege 
und orale Herpes simplex Virus Typ I Infektionen. Lebensbedrohliche Infektionen 
kamen aber nicht vor (Cohen et al. 2012; Coles et al. 2008; Coles et al. 2012a). 
Infektionen, die als schwerwiegend betrachtet wurden, kamen bei 7% der Patienten 
der Follow-Up Studie von CAMMS223 vor (Coles et al. 2012b).   
1.6.3.4.3 Sekundäre Autoimmunerkrankungen 
Die sekundäre Autoimmunität wird als eine bedeutsame Nebenwirkung von 
Alemtuzumab angesehen.  In einer Studie, in der MS-Patienten nach Alemtuzumab im 
Median über 34,4 Monate hinsichtlich der Entwicklung von sekundären 
Autoimmunerkrankungen überwacht wurden, entwickelten 15,7% eine Autoimmunität 
der Schilddrüse und insgesamt waren 22,17% von einer sekundären Autoimmunität 
betroffen (Cossburn et al. 2011). Im fünf Jahres Follow-Up der CAMMS223 Studie 
wurden Erkrankungen der Schilddrüse sogar bei 30% der Patienten nach 
Alemtuzumab nachgewiesen (Coles et al. 2012b). Einzelne Patienten erkrankten an 
einer hämolytischen Anämie, autoimmunen Neutropenie oder an einem Goodpasture 
Syndrom. Besonders gefürchtet sind Störungen der thrombozytischen Funktion, die 
bei 1% der Patienten auftreten und bei einem Teilnehmer der Phase II Studie sogar 
zum Tod führten  (Cohen et al. 2012; Coles et al. 2008; Coles et al. 2012a).  
Routinemäßige Untersuchungen zur Früherkennung von Komplikationen sind deshalb 
äußerst wichtig, damit schwerwiegende Nebenwirkungen frühzeitig erkannt und 
sinnvoll therapiert werden können. Diese sollten vor allem in den ersten Jahren nach 
Beginn der Therapie engmaschig erfolgen, da die Inzidenz der 
Autoimmunerkrankungen in dieser Zeit am größten ist. Cossburn et al. stellten ein 
Maximum zwischen Monat 18 und 24 nach Beginn der Therapie fest (Cossburn et al. 
2011) und in der Follow-Up-Phase der CAMMS223 Studie wurde dieses im dritten Jahr 
angegeben (Coles et al. 2012b). Nach Überschreiten von fünf Jahren hingegen wurden 
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keine neuen Autoimmunerkrankungen mehr diagnostiziert (Cossburn et al. 2011), was 
auf eine zeitliche Begrenzung der möglichen Entstehung von 
Autoimmunerkrankungen hindeuten könnte.  
2 Fragestellung der Arbeit 
Während eine positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs der MS durch 
Alemtuzumab in mehreren Studien gezeigt wurde, sind die genauen 
Wirkungsmechanismen des Antikörpers weiterhin unklar. In der vorliegenden Arbeit 
sollen diese genauer untersucht werden. Dabei geht es vor allem um folgende 
Themen: Welche Wirkung hat Alemtuzumab auf die adaptive Immunität bei MS-
Patienten? Inwieweit verändert sich durch Alemtuzumab das Immunzellrepertoire? 
Wie verändert sich die Funktionalität der neu entstehenden Zellen im Sinne einer 
Reaktivität auf Antigene, die im Gehirn von MS-Patienten auf MHC-II-Molekülen 
präsentiert wurden?  Um einen Einblick über die Bedeutung der immunologischen 
Veränderungen für den Krankheitsverlauf zu erlangen, beschäftigt sich die vorliegende 
Arbeit zudem mit folgenden Fragen:  Wie korrelieren die durch Alemtuzumab 
verursachten immunologischen Veränderungen mit klinischen Veränderungen?  
Inwieweit gehen die durch Alemtuzumab verursachten immunologischen 
Veränderungen mit Veränderungen in radiologischen und elektrophysiologischen 
Parametern der Krankheitsaktivität einher?  
Für die Bearbeitung dieser Fragestellung wurden Blutproben von vier Patienten und 
einer Patientin mit schubförmig verlaufender MS sowohl vor als auch zu mehreren 
Zeiten nach Applikation von Alemtuzumab gesammelt und unter anderem die 
Reaktivität ihrer Lymphozyten in Anwesenheit verschiedener Stimuli gemessen. Die 
Patienten wurden außerdem hinsichtlich ihrer Krankheitsaktivität, gemessen in 
klinischen, radiologischen und neurophysiologischen Parametern, beobachtet.  
3 Material 
3.1 Labormaterialien 
Für einen besseren Überblick werden die für die Versuche verwendeten Utensilien 
einschließlich der Hersteller hier tabellarisch aufgelistet. Dabei sind die 




Verbrauchsmaterialien  Hersteller/ Lieferfirma (Hauptsitz) 
BD MicrolanceTM 3 Kanülen 1,2 x 40mm 18G   Becton, Dickinson and Company (Franklin 
Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten) 
BRANDplates®, 96-well, pureGrade™ 
PS, unsteril 
 Brand (Wertheim, Deutschland) 
Costar® 2mL Stripette® Serological Pipets, 
Polystyrene, Individually Paper/Plastic Wrapped, 
Sterile, 50/Bag, 1000/Case  
 Corning/ Omnilab (New York, Vereinigte 
Staaten/ Bremen, Deutschland) 
Cryo.S  Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Cryolabels for Laser Printer  Diversified Biotech/ Roth (Dedham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten/ Karlsruhe, 
Deutschland) 
DNA LoBind Tubes, DNA LoBind, 1.5 ml, PCR clean, 
farblos, 250 Tubes (5 Beutel × 50 Tubes)  
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Einmal-Reagenzreservoirs, Bio-pureTM  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
ep T.I.P.S Standard 50-1000µl  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
ep T.I.P.S Standard/Bulk 2-200µl  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Combitips advanced®, 5.0 mL, Eppendorf 
Biopur®, blau, 100 Stück  
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1.5 ml, PCR clean, 
farblos, 1.000 Stück (1000 Stück)  
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Filtropur S 0.2  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Greiner centrifuge tubes 50 ml /  
Röhrchen, 50 ml, PP, 30/115 mm, konischer Boden, 
Cellstar®, Schraubverschluss blau, natur, graduiert, 
Schriftfeld, steril, 20 St./Btl. 
 Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Haemacytometer-Deckgläser  Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel/ Roth 
(Braunschweig, Deutschland/ Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten/ Karlsruhe, 
Deutschland) 
Human IFN-γ ELISpotPRO (ALP); Contents: Enzyme-
conjugated detection mAb (7-B6-1-ALP), Positive 
control (anti-CD3 mAb), Substrate (BCIP/NBT-plus), 
10 Pre-coated white plates (mAb 1-D1K) 
 Mabtech (Nacka Strand, Schweden) 
Injectomat Spritze 50 ml, mit Kanüle  Fresenius Kabi (Bad Homburg, Deutschland) 
Laborhandschuhe Peha-soft® nitrile fino powderfree 
S, M 
 Hartmann (Heidenheim, Deutschland) 
Millex-GV Filter, 0,22 µm sowie 0,45µm, PVDF, 13 
mm, durch Ethylenoxid sterilisiert  
 Merck Millipore (Billerica, Massachusetts, 
Vereinigte Staaten) 
Nalgene™ Kryoröhrchen für die Langzeitlagerung  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Nunc EasYFlask 75cm²  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Nunc™ MicroWell™ Platten mit Nunclon™ Delta 
Oberfläche 
 Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Nunc™ unbehandelte Kolben  Thermo Fisher Scientific/ VWR (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten/ Radnor, 
Pennsylvania, Vereinigte Staaten) 
Pipettenspitzen 20µl, farblos  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Pipettenspitzen lose 2-200 µl sowie 5-300µl  Brand/ VWR (Wertheim, Deutschland/ Radnor, 
Pennsylvania, Vereinigte Staaten) 
Röhrchen, 15 ml, PP, 17/120 mm, konischer Boden, 
Cellstar®, Schraubverschluss blau, natur, graduiert, 
Schriftfeld, steril, 100 St./Btl. 
 Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Rotilabo®-Aluminiumfolie  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
   
  




Verbrauchsmaterialien  Hersteller/ Lieferfirma (Hauptsitz) 
Rotilabo®-Cryoboxen aus Karton, weiß  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
SafeSeal SurPhob Spitzen, 1250 µl, steril 
Filterspitzen, Low Binding, graduiert 
DNA-, DNase-, RNase-, Pyrogenfrei 
 Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland) 
Serological pipette, sterile 10 ml  Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Serological pipette, sterile 25 ml   Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Serological pipette, sterile 5 ml  Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Sicherheitsmonovette Serum-Gel 7,5ml  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
S-Monovette 9ml K3E  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Stegeinsätze aus Karton für 10x10 Stellplätze à 
12,5x12,5 mm 
 Roth (Karlsruhe, Deutschland 
Stegeinsätze aus Karton für 12x12 Stellplätze à 
10x10 mm 
 Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
SuperClearTM Screw Cup Microcentrifuge Tubes, 
sterile, with Attached Clear Caps, 0,5 ml 
 Labcon/ VWR (Petaluma, Kalifornien, Vereinigte 
Staaten/ Radnor, Pennsylvania, Vereinigte 
Staaten) 
SuperClearTM Screw Cup Microcentrifuge Tubes, 
sterile, with Attached Clear Caps, 1,5 ml 
 Labcon/ VWR (Petaluma, Kalifornien, Vereinigte 
Staaten/ Radnor, Pennsylvania, Vereinigte 
Staaten) 
TipBox, mit Trägerplatte, leer 
für Pipetten- und Filterspitzen, 200 µl 
 Brand/ VWR (Wertheim, Deutschland/ Radnor, 
Pennsylvania, Vereinigte Staaten) 
TipBox, mit Trägerplatte, leer 
für Pipetten- und Filterspitzen, 300 µl 
 Brand/ VWR (Wertheim, Deutschland/ Radnor, 
Pennsylvania, Vereinigte Staaten) 
Transferpipette 3,5 ml   Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 
Zellkulturschale, PS, 145/20mm, CELLSTAR®, steril, 
5 St./ Btl. 
 Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 
Tabelle 1 (Fortsetzung): Überblick über die verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2 zeigt die Reagenzien, die für die Isolierung der PBMC, die Aufbereitung für 
die Versuche sowie die ELISpots verwendet wurden.   
Reagenzien  Hersteller/ Lieferfirma  
Dimethyl Sulfoxide   Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Vereinigte 
Staaten) 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, Vereinigte 
Staaten) 
Ethanol, Rotipuran® ≥99,8 %, p.a.  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Fetal bovine serum 500ml  Biochrom, Tochterfirma von Harvard Bioscience 
(Holliston, Massacchusetts, Vereinigte Staaten) 
L-Glutamin 200mM, 100ml   Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Lymphoprep 500 ml   Stemcell Technologies (Vancouver, Canada) 
Penicillin / Streptomycin 100ml  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Phytohemagglutinin-M Phaseolus Vulgaris  Merck Millipore (Calbiochem)/ VWR (San Diego, 
Kalifornien, Vereinigte Staaten/ Radnor, 
Pennsylvania, Vereinigte Staaten) 
RLT Puffer -> RNeasy Micro Kit (50)  Qiagen (Hilden, Deutschland) 
RPMI Medium 1640 500ml  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Trypanblau (C.l. 23850)  Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Türks Lösung  Merck Millipore (Billerica, Massachusetts, 
Vereinigte Staaten) 
Tabelle 2: Überblick über die verwendeten Reagenzien 
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In Tabelle 3 sind die Geräte und Gegenstände, welche im Labor für die Durchführung 
der Versuche benötigt wurden, aufgelistet. 
Geräte und Gegenstände  Hersteller/ Lieferfirma (Hauptsitz) 
Autoclav VE 150  Systec (Linden, Deutschland) 
Centrifuge 5810 R  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
AID ELISpot Reader   Advanced Imaging Devices GmbH (Strassberg, 
Germany) 
Eppendorf Research® plus, 8-Kanal, variabel, 10 
– 100 µL, gelb 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 0.1 – 2.5 µL, dunkelgrau 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 0.5 – 10 µL, mittelgrau 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 2 – 20 µL, gelb 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 10 – 100 µL, gelb 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 20 – 200 µL, gelb 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Eppendorf Research® plus, Einkanal, variabel, 
inkl. epT.I.P.S.®-Box, 100 – 1000 µL, blau 
 Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Inkubator HERA cell 150  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Kaltlichtquelle KL 1500  Leica Biosystems (Wetzlar, Hessen) 
Kühlschrank  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachussetts, Vereinigte Staaten) 
Kühlschrank profi line (Einstellung auf -26°C)  Liebherr (Bulle, Schweiz) 
Kühlschrank Tischmodell, Liebherr Comfort  Liebherr (Bulle, Schweiz)  
Kühlschrank, Liebherr Premium  Liebherr (Bulle, Schweiz) 
Mikroskop OLYMPUS CK30-200  Olympus (Shinjuku, Tokio, Japan) 
Multipette®plus  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Neubauer-improved Counting chamber  Superior Marienfeld (Lauda-Königshofen, 
Deutschland) 
Pipetboy (Nachfolgemodell: Pipetboy acu 2)  Integra (Biebertal, Deutschland) 
Scotsman ICE System   Scotsman (Mailand, Italien) 
Stickstofftank  Air Liquide (Paris, Frankreich) 
Transferpette® -12, 30-300 µl  Brand (Wertheim, Deutschland) 
Wasserbad  Gesellschaft für Labortechnik (Burgwedel, 
Deutschland) 
Tabelle 3: Überblick über die verwendeten Geräte und Gegenstände 
Tabelle 4 zeigt die Peptide, die aus dem Gehirn von MS-Patienten eluiert worden 
waren und in den ELISpot-Assays als Stimuli verwendet wurden. Sie werden in der 
Arbeit als Ligandompeptide bezeichnet. Ihre Herkunft, Funktion und Bedeutung in der 





Tabelle 4: Aminosäuresequenzen der als Stimuli verwendeten Peptide 
3.2 Überblick über die Patienten 
Die Wirkung von Alemtuzumab auf die adaptive Immunität wurde bei fünf Patienten 
mit schubförmiger MS untersucht, welche zwischen 2014 und 2017 aufgrund hoher 
Krankheitsaktivität mit dem monoklonalen Antikörper behandelt wurden. Tabelle 5 
zeigt einen Überblick über die bisherige Erkrankungsdauer, den HLA-DRB1*1501-
Status sowie vorher verabreichte immunmodulatorische Therapien.  
Patienten- 
Nummer 





Immunmodulatorische Therapie  
vor Alemtuzumab 
01 Zwischen 30 und 40  M Heterozygot Keine 
02 Zwischen 30 und 40 M Negativ  Glatirameracetat, Interferon-β-1a, 
Natalizumab, Fingolimod, 
Dimethylfumarat 
03 Zwischen 20 und 30 M Heterozygot Interferon-β-1a, Teriflunomid 
04 Zwischen 30 und 40 M Heterozygot Teilnahme an einer 
placebokontrollierten Studie mit 
Daclizumab, Interferon-β-1a, 
Fingolimod 
05 Zwischen 30 und 40 W Negativ Glatirameracetat, Interferon-β-1a, 
Natalizumab, Fingolimod 
Tabelle 5: Überblick über die Patienten, die mit Alemtuzumab behandelt wurden  
4 Methodik 
4.1 Bestimmung des kleinen Blutbilds und Differentialblutbilds 
Sowohl vor Applikation von Alemtuzumab als auch in regelmäßigen Abständen nach 
Beginn der Therapie wurden bei den fünf Patienten im Rahmen der klinischen Routine 
das kleine Blutbild und das Differentialblutbild in regelmäßigen Abständen überprüft. 
Mittels einer Mehrkanalmesstechnologie von sysmex wurden die Erythrozyten, 
Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten gezählt. Dabei wurde 
nach der Anleitung des Herstellers vorgegangen.   
Die Anzahl der Erythrozyten und Thrombozyten wurde im ersten Kanal bestimmt. 

















Messkammern gesaugt. Ihre Zählung erfolgte durch die Messung eines elektrischen 
Impulses, der durch eine Widerstandsänderung beim Durchtritt der Zellen durch die 
Kapillaröffnung entsteht. Die Stärke des elektrischen Impulses variiert dabei abhängig 
von der Zellgröße, sodass Erythrozyten und Thrombozyten aufgrund ihrer 
physiologischen Größenunterschiede differenziert werden können.  
Die Anzahl der Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt. Dieses Verfahren nutzt Streu- und 
Fluoreszenssignale, welche von Zellen während der Passage eines Laserstrahls 
ausgesendet werden, zur Analyse ihrer Struktur. Da die basophilen Granulozyten in 
deutlich geringerer Konzentration im Blut vorliegen als die anderen Zellspezifitäten, 
wurden sie in einem eigenen Kanal gezählt, in welchem durch Zugabe eines 
stromatolyser Reagenz die anderen Zellarten lysiert oder in ihrer Struktur destabilisiert 
werden. Eosinophile und neutrophile Granulozyten sowie Monozyten und 
Lymphozyten wurden nach Lysierung der Erythrozyten in einem gemeinsamen Kanal 
gezählt. Hier wurde der Fluoreszenzfarbstoff stromatolyser-4DS hinzugegeben, der an 
Nukleinsäuren bindet und Rückschlüsse auf die entsprechende Zellart zulässt.  
4.2 Durchflusszytometrie zur Bestimmung des Immunstatus im peripheren Blut 
Das Verfahren der Durchflusszytometrie wurde auch genutzt, um die absolute Anzahl 
der Lymphozytensubgruppen im peripheren Blut zu bestimmen. Die Messungen 
erfolgten im Rahmen der klinischen Routine zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowohl 
nach dem ersten als auch nach dem zweiten Behandlungszyklus von Alemtuzumab, 
um die Veränderung im zeitlichen Verlauf beurteilen zu können. Die Ausgangswerte 
wurden bei vier der fünf Patienten auf Basis der Gesamtleukozytenzahl im aktuellen 
Differentialblutbild geschätzt, da aufgrund fehlender medizinischer Indikation das 
kostenaufwändige Verfahren zur Bestimmung des Lymphozytenstatus vor der 
Behandlung nicht durchgeführt worden war. Da die Patienten zu dieser Zeit keine 
immunmodulierende Therapie erhielten, wurde für die Schätzung eine normale 
Verteilung der Zellspezifitäten innerhalb des Lymphozytenpools angenommen.  
Durch vorherige Färbung der Zellen mittels spezifischer Antiköper konnten sie genauer 
differenziert werden. Die T-Lymphozyten wurden anhand ihres Oberflächenantigens 
CD3 identifiziert. Von besonderem Interesse war dabei der Anteil an T-Helfer-Zellen, 
da diese für die IFN-γ-Synthese hauptverantwortlich sind und in der Pathogenese der 
MS von besonderes Bedeutung zu sein scheinen (Riedhammer and Weissert 2015). 
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Diese sind positiv sowohl für das CD3 als auch für das CD4 Antigen. Bestimmt wurden 
außerdem die Anteile der CD8+ T-Lymphozyten, der NK-Zellen (CD16+CD56+) sowie 
der B-Lymphozyten (CD19+).  
4.3 Vorbereitung der PBMC für den ELISpot-Assay 
4.3.1 Isolieren der PBMC 
Die für den ELISpot verwendeten peripheren mononukleären Zellen (PBMCs) wurden 
zuvor aus dem Blut von MS-Patienten isoliert.  
Dafür wurde das Prinzip der Dichtezentrifugation genutzt. Mithilfe von Lymphoprep, 
welches eine geringere Dichte aufweist als Erythrozyten und Granulozyten, jedoch 
eine höhere Dichte als PBMCs und Thrombozyten, konnten die verschiedenen 
Blutzellen voneinander getrennt werden. Sowohl bei der Isolierung der Zellen, als auch 
beim Einfrieren und Auftauen wurde nach Anleitung (Riedhammer et al. 2016) 
vorgegangen. 
Für die Aufreinigung einer PBMC-Probe wurden 100ml Blut aus peripheren Venen in 
sterilen Spritzen abgenommen. Es wurde dann in phosphatgepufferter Salzlösung 
(PBS) auf das dreifache Volumen verdünnt. Anschließend wurden jeweils 30 ml der 
Verdünnung in Falcon Tubes, die bereits jeweils 15 ml Lymphoprep enthielten, 
gegeben. Wichtig dabei war, dass sich das verdünnte Blut nicht mit dem Lymphoprep 
mischt, da letzteres schädlich für die Zellen ist und somit Zellen für spätere Assays 
verloren gingen. Deshalb wurde die automatische Pipette auf die langsamste Stufe 
gestellt und die Pipette gegen die Wand der Tubes gehalten, sodass immer eine 
scharfe Abgrenzung zwischen der Lymphoprep-Phase und dem verdünnten Blut in der 
Tube sichtbar war. Die Falcon Tubes wurden dann 25 Minuten bei 670-800-facher 
Erdbeschleunigung und einer Temperatur von 18°C zentrifugiert, sodass sich die 
verschiedenen Blutzellen nach ihrer Dichte voneinander trennten. Die Bremse der 
Zentrifuge war zuvor abgeschaltet worden, um eine Vermischung der Zellschichten zu 
vermeiden.  
Am Ende der Zentrifugation fand man die Erythrozyten und Granulozyten am Boden 
der Tube, während sich die mononukleären Zellen und Thrombozyten über der 
Lymphoprep-Phase befanden. Die wolkige Schicht der PBMCs wurde dann mit einer 
Pipette vorsichtig abgesaugt. Dabei wurden die PBMCs von jeweils zwei Tubes in 
einer neuen Tube zusammengefasst und der Inhalt derer mit PBS auf 50ml aufgefüllt. 
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Die neuen Tubes wurden dann zehn Minuten bei 150-facher Erdbeschleunigung und 
einer Temperatur von 4°C zentrifugiert, sodass sich die PBMCs vom Blutplasma und 
den Thrombozyten trennten und ein Pellet am Boden bildeten. 
Das Plasma wurde verworfen und die Zellen erneut gewaschen. Dafür wurden die 
Pellets in 5ml RPMI-1640 Medium resuspendiert, die Tubes wieder auf 20 ml aufgefüllt 
und nochmals bei den gleichen Einstellungen zentrifugiert. Die Zellen bildeten wieder 
ein Pellet am Boden. Diesmal wurde das RPMI-Medium verworfen und die Zellen in 
5ml Zellmedium resuspendiert. Dieses Zellmedium setzte sich zusammen aus 88% 
RPMI-Medium, 1% Penicillin und Streptomycin, 1% L-Glutamin und 10% fetales 
Kälberserum (FBS).   
Anschließend wurden 20µl der Zellsuspension entnommen und mit TÜRK‘scher 
Lösung in einem Verhältnis von 1:64 verdünnt. Vorhandene Erythrozyten wurden somit 
lysiert, Leukozyten hingegen angefärbt. Mithilfe einer Zählkammer konnten die PBMCs 
dann unter dem Mikroskop gezählt werden.  
4.3.2 Einfrieren 
Da die isolierten Zellen nicht sofort genutzt wurden, sondern für später durchgeführte 
Assays aufbewahrt werden sollten, wurden sie eingefroren, um ein langes Überleben 
zu ermöglichen.  
Dafür wurde zu der Zellsuspension zunächst so viel Zellmedium zugegeben, dass eine 
Zellkonzentration von 10*106 Zellen pro Milliliter entstand. Anschließend wurde die 
Zellsuspension mit Freezing Medium in drei Zügen jeweils im Abstand von zwei bis 
drei Minuten insgesamt auf das doppelte Volumen verdünnt. Freezing Medium setzte 
sich zusammen aus 80% FBS und 20% Dimethylsulfoxid (DMSO).  Durch seine 
Zugabe zur Zellsuspension sank die Konzentration der Zellen auf 5*106 Zellen pro 
Milliliter. Die verdünnte Zellsuspension wurden dann zügig auf mehrere Kryotubes 
verteilt. In jedes Kryotube sollte dabei ein Volumen von 1ml, also jeweils 5*106 Zellen, 
gelangen. Die gefüllten Kryotubes wurden dann innerhalb weniger Minuten auf -80°C 
eingefroren, und nach einigen Tagen bei -150°C auf flüssigem Stickstoff gelagert. 
4.3.3 Auftauen 
Vor der Durchführung der ELISpots wurden die benötigten Zellen von -150°C auf -
80°C umgelagert und später auf Zimmertemperatur aufgetaut. Durch Zugabe von 
Zellmedium wurde die Zellsuspension dann zügig auf das doppelte Volumen verdünnt. 
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Anschließend wurden noch weitere zwei Male im Abstand von jeweils drei bis fünf 
Minuten das gleiche Volumen an Zellmedium zugegeben. Die verdünnte 
Zellsuspension wurde dann zehn Minuten lang bei Raumtemperatur, 150-facher 
Erdbeschleunigung und abgeschalteter Bremse zentrifugiert. Das dabei gebildete 
Pellet wurde im folgenden Wasch-Schritt in RPMI-Medium resuspendiert und auf die 
gleiche Weise erneut zentrifugiert, sodass ein neues Pellet entstand. Dieses wurde in 
Zellmedium resuspendiert. Nach Anfertigung einer 1:16-Verdünnung mit Trypanblau 
konnten die Zellen der Suspension in einer Zählkammer gezählt und anschließend mit 
Zellmedium auf die gewünschte Konzentration verdünnt werden. 
4.4 ELISpot-Assay 
Mithilfe der ELISpots wurde die Zahl an IFN-γ produzierenden Zellen in Anwesenheit 
verschiedener Stimuli gemessen. Die verwendeten PBMCs waren wie beschrieben 
aus Blutproben von MS-Patienten, die mit Alemtuzumab behandelt wurden, isoliert und 
dann in Stickstoff gelagert worden. Diese Blutproben wurden zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten abgenommen, teils vor dem ersten Behandlungszyklus, teils nach dem 
ersten und teils nach dem zweiten Behandlungszyklus. Auf diese Weise sollte die 
durch Alemtuzumab bedingte Veränderung der Reaktivität der Lymphozyten im 
zeitlichen Verlauf beurteilt werden. Als Messwert für die zelluläre Reaktivität wurde die 
Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Anwesenheit verschiedener Peptide gewählt, 
welche aus dem Gehirn von verstorbenen MS-Patienten eluiert worden und dort auf 
MHC-Komplexen präsentiert worden waren. Eine Stimulation mit dem T-Zell-Mitogen 
Phytohämagglutinin (PHA) diente als Positivkontrolle. Außerdem wurde zu 
Vergleichszwecken auch die Reaktivität in Anwesenheit der Kontrollpeptide JC-Virus-
Antigen und Tetanustoxin sowie in Anwesenheit von lediglich DMSO gemessen.  
Bei der Durchführung der ELISpot-Assays wurde nach der Anleitung des Herstellers 
vorgegangen: Die Wells der 96-Well-Platte, deren Böden mit dem monoklonalen 
Antikörper gegen IFN-γ, 1-D1K, beschichtet waren, wurden viermal mit jeweils 200µl 
PBS gewaschen. Anschließend wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit jeweils 
200µl Zellmedium geblockt und die Platte für ungefähr zwei Stunden inkubiert. In der 
Zwischenzeit wurden die benötigten Zellen wie oben beschrieben aufgetaut und die 
Stimuli mit Zellmedium auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Anschließend 




- 100µl Zellmedium, um ein Volumen zu schaffen, in dem die Zellen reagieren 
konnten 
- 20µl der Stimuli. Dabei wurden die Ligandompeptide sowie PHA jeweils in einer 
Konzentration von 0,66µg/20µl zugegeben, sodass die Konzentration im 
Endvolumen des Wells 3µg/ml betrug. DMSO war zuvor so verdünnt worden, 
dass sein Verhältnis zum Endvolumen 1:1333,3 betrug.  
- 100µl der Zellsuspension in einer Konzentration von 2*106 Zellen/ml.  
Das Pipettierschema für die Zugabe der verschiedenen Peptide in die Wells einer 
ELISpot-Platte ist in Abbildung 1 abgebildet. Dabei wurden in die Wells der Reihen A 
bis D PBMC einer Blutprobe gegeben, während in die Wells der Reihen E bis H Zellen 
einer anderen Blutprobe zugefügt wurden.  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
 A 1 1 1 5 5 5 8 8 8 11 11 11 
B 2 2 2 6 6 6 9 9 9 12 12 12 
C 3 3 3 7 7 7 10 10 10 13 13 13 






DMSO DMSO DMSO PHA PHA PHA 
E 1 1 1 5 5 5 8 8 8 11 11 11 
F 2 2 2 6 6 6 9 9 9 12 12 12 
G 3 3 3 7 7 7 10 10 10 13 13 13 






DMSO DMSO DMSO PHA PHA PHA 
Abbildung 1: Pipettierschema bei den ELISpot-Assays. 
Die Platte wurde dann locker in Alufolie eingewickelt und 48 Stunden bei 37°C und 5% 
CO2 inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden zunächst aus jedem Well 110µl 
Überstand entnommen und auf eine sterile 96-Well-Platte mit U-förmigen Löchern 
übertragen. Diese 96-Well-Platte wurde mit Parafilm luftdicht verschlossen und auf -
80°C eingefroren. Anschließend wurde jedes Well der ELISpot-Platte fünfmal mit je 
200µl PBS gewaschen. Der Sekundärantikörper 7-B6-1-ALP wurde im Verhältnis 
1:200 in PBS mit 0,5% FBS verdünnt. Jeweils 100µl der Verdünnung wurden dann in 
jedes Well der Platte gegeben, bevor diese für zwei Stunden bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert wurde. Zur Darstellung der Spots wurde nach erneutem fünfmaligem 
Waschen mit PBS die auf 0,45µm gefilterte Substratlösung BCIP/NBT-plus 
hinzugegeben. Die Farbreaktion mit Entwicklung der Spots wurde nach zehn Minuten 
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durch gründliches Waschen mit entkalktem Wasser gestoppt und die Platten 
schließlich gründlich getrocknet. Die Auswertung der ELISpot Platten erfolgte mit 
einem AID ELISpot Reader und die Punkte wurden mithilfe der AID ELISpot Software 
gezählt. Bleibende Artefakte, die von der Software fälschlicherweise als Spots 
gewertet worden waren, wurden per Hand entfernt. 
4.5 Durchflusszytometrie der gefrorenen PBMC-Proben 
Auch die zuvor gefrorenen PBMC-Proben wurden durchflusszytometrisch analysiert, 
um die Anteile der verschiedenen Zellspezifitäten zu bestimmen. Diese Analysen 
erfolgten mit Hilfe des Teams von Frau Evelyn Orsó im Zentrum für klinische Chemie 
und Laboratoriumsmedizin. Wie bei der oben beschriebenen Analyse von 
unbehandelten Blutproben wurde auch diesmal der Anteil der T-Lymphozyten, der B-
Lymphozyten, der NK-Zellen sowie der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten bestimmt. 
Auch diesmal wurde nach der Anleitung des Herstellers vorgegangen. Zuerst wurden 
die BD TrucountTM Tubes, welche am Boden lyophilisiertes Sediment mit einer 
bekannten Anzahl fluoreszierender Mikropartikel enthalten, jeweils mit der 
Patientenidentifikationsnummer beschriftet. Anschließend wurden in jedes dieser 
Tubes 20µl des 6-Farben-Immunfluoreszensreagenz (6-Color-TBNK) gegeben. Die 
PBMC-Suspension wurde innerhalb weniger Minuten von -80°C auf Raumtemperatur 
aufgetaut. Jeweils 50µl der Suspension wurden dann in die Tubes pipettiert. Die 
Röhrchen wurden mithilfe eines Vortexgerätes gemischt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, sodass die Antikörper an die entsprechenden 
Zellen binden konnten. Nach Ende der Inkubationszeit wurden in jedes Tube 450µl 
einer 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnten FACSTM Lysing Solution 
hinzugegeben, die der Lyse von Erythrozyten diente. Nach erneutem sorgfältigem 
Vortexen folgte eine weitere Inkubation. Eine Zeit von fünf Minuten war diesmal 
ausreichend, da durch die vorherige Isolierung der PBMCs kaum Erythrozyten in der 
Probe vorhanden waren. Anschließend wurden die Tubes ein drittes Mal im 
Vortexgerät gemischt, um Zellaggregationen zu vermeiden. Die Messung erfolgte 
dann in einem BD FACSTM II Durchflusszytometer. 
4.6 Auswertung des klinischen Verlaufs 
Die Patienten wurden hinsichtlich ihres klinischen Zustands sowohl vor als auch nach 
Beginn der Behandlung genau charakterisiert. Die Phänotypisierung mit 
Anamnesegesprächen zu ihrem subjektiven Wohlbefinden und neurologische 
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Untersuchungen wurden regelmäßig durch Prof. Dr. Dr. med. Robert Weißert 
durchgeführt. Geachtet wurde dabei insbesondere auf das Auftreten von Schüben, die 
Entwicklung des Behinderungsgrades gemessen auf der EDSS, das Vorkommen von 
Infektionen oder von anderen Erscheinungen, welche mit der Behandlung mit 
Alemtuzumab in Verbindung stehen könnten. Schübe wurden definiert als 
Verschlechterung einer bekannten Symptomatik oder Hinzukommen eines neuen 
Symptoms, das über mindestens 24 Stunden bestehen blieb und nicht durch einen 
Infekt oder eine Erhöhung der Körpertemperatur erklärt werden konnte.   
4.7 Auswertung der MRT-Befunde 
Für die Beurteilung der MRT-Befunde des Gehirns wurden vor allem die FLAIR- und 
T2-gewichteten axialen Aufnahmen sowie die T1-gewichteten Aufnahmen nach 
Kontrastmittelapplikation betrachtet. Aufnahmen in sagittaler und koronarer 
Schnittebene wurden zu Vergleichszwecken herangezogen. Bezüglich der MRT-
Aufnahmen des Rückenmarks wurden vor allem die sagittalen Aufnahmen beurteilt, 
aber auch Bilder in axialer Schnittführung und protonengewichtete Aufnahmen wurden 
betrachtet. Von besonderem Interesse waren bei der Analyse die Zahl, Lokalisation 
und Größe von einzelnen Läsionen sowie ihre Entwicklung im zeitlichen Verlauf vor 
und nach der Behandlung.  
4.8 Auswertung der Befunde der Neurophysiologie 
Nach Beginn der Alemtuzumabtherapie wurden durch Ärzte der Abteilung für 
Neurologie am Bezirksklinikum Regensburg bei den fünf Patienten insgesamt zwölf 
neurophysiologische Untersuchungen durchgeführt. Besonderes Augenmerk wurde 
dabei auf die Entwicklung des visuell evozierten Potentials und der Reizantwort nach 
kortikaler Magnetstimulation gelegt. Die visuelle Stimulation erfolgte durch ein 
kontrastalternierendes Schachbrettmuster beziehungsweise durch eine Blitzbrille bei 
eingeschränktem Visus. Die Ableitung der Reizantwort nach kortikaler oder 
wurzelnaher lumbaler Stimulation erfolgte über dem M. tibialis anterior.  
5 Ergebnisse 
Bei der Beurteilung der Wirkung einer Alemtuzumabtherapie auf die adaptive 
Immunität bei Patienten mit schubförmig verlaufender MS wurden sowohl die 
Veränderung der Anteile der verschiedenen Immunzellspezifitäten an der Gesamtheit 
der peripheren mononukleären Zellen als auch die Veränderung ihrer Aktivität 
berücksichtigt. Auch die Veränderung des klinischen Zustands und der in der 
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Bildgebung gemessenen Krankheitsaktivität wurden beurteilt, um Rückschlüsse auf 
einen Zusammenhang der experimentellen Ergebnisse und des klinischen Verlaufs 
ziehen zu können.  
5.1 Einfluss des Einfrierens der PBMC auf die Zellzusammensetzung 
Wie im Kapitel 4.3 beschrieben, wurden die PBMCs der ELISpot-Assays zuvor in 
einem DMSO haltigen Medium bei -150°C gelagert. Vor Auswertung der ELISpot-
Assays wurde deshalb zunächst überprüft, ob die Zusammensetzung der Zellen durch 
die Lagerung im Stickstoff beeinflusst wurde. Dafür wurden die Anteile von 
Zellspezifitäten in 13 unbehandelten Zellproben mit denjenigen von 13 gefrorenen 
Zellproben verglichen, wobei jeweils eine unbehandelte und eine gefrorene Zellprobe 
vom selben Patienten stammten und zum gleichen Zeitpunkt dem Patienten 
entnommen worden waren. Zum Vergleich des Anteils einer Zellspezifität in der 
unbehandelten Probe mit demjenigen in der zugehörigen gefrorenen Probe wurde der 
Wilcoxon Test für verbundene Werte herangezogen. Die Ergebnisse zeigten bei keiner 
der untersuchten Zellspezifitäten einen signifikanten Unterschied. Das Lagern der 
Proben unter den beschriebenen Bedingungen scheint also die Zusammensetzung 
der Zellfraktionen nicht in signifikantem Ausmaß zu verändern. Abbildung 2 zeigt die 
mittleren Anteile der Zellspezifitäten im Lymphozytenpool und die zugehörigen 
Ergebnisse des Signifikanztests. 































Abbildung 2: Anteile unterschiedlicher Zellspezifitäten innerhalb des Lymphozytenpools in 
frischen unbehandelten Zellproben (rot) sowie in den Proben, die über längere Zeit bei -150°C in 
Stickstoff gelagert wurden (blau). Die p Werte des Wilcoxon Tests für verbundene Werte sind in 
der darunter stehenden Tabelle dargestellt. Der Test wurde für den Vergleich der Anteile 
zwischen unbehandelten und behandelten Proben verwendet. 
  
















5.2 Einfluss von Alemtuzumab auf die Zahl der Zellen des kleinen Blutbilds 
Um den Einfluss von Alemtuzumab auf die Zellen im peripheren Blut zu untersuchen, 
wurden zunächst zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem ersten und zweiten 
Behandlungszyklus sowohl die Gesamtzahl der Leukozyten, Erythrozyten und 
Thrombozyten im kleinen Blutbild bestimmt. Abbildung 3 zeigt die Entwicklung der 
Anzahl dieser Zellspezifitäten im zeitlichen Verlauf.  
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Abbildung 3: Entwicklung der absoluten Anzahl der Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten 
nach Alemtuzumab. In Abbildung (a) sind zur Verdeutlichung die Zeitpunkte der Analyse des 
kleinen Blutbildes bei den fünf Patienten dargestellt. Abbildung (b) zeigt die Entwicklung der 
Konzentration der untersuchten Zellen im peripheren Blut sowohl nach dem ersten 
Behandlungszyklus (linke Spalte) als auch nach dem zweiten Behandlungszyklus (rechte Spalte). 
Der grün hinterlegte Bereich kennzeichnet den Normbereich der Konzentration der jeweiligen 





















   
   
   








   
   
   



















Wie in der Abbildung ersichtlich, blieben die Gesamtzahlen der Leukozyten, der 
Erythrozyten und der Thrombozyten zu den meisten Beobachtungszeiträumen im 
Normbereich. Dies galt sowohl für das Jahr nach dem ersten Behandlungszyklus als 
auch für den Zeitraum nach dem zweiten Behandlungszyklus. Die wenigen 
Abweichungen vom Normbereich, die während des Beobachtungszeitraums auffielen, 
werden im Folgenden beschrieben. 
Bei den Leukozyten war eine Erhöhung ihrer Gesamtzahl in der ersten Woche nach 
Beginn des ersten Behandlungszyklus zu erkennen, wobei die Leukozytenzahlen aller 
fünf Patienten innerhalb dieser Zeit den Normbereich überschritten. Den höchsten 
Wert erreichte Patient 02 mit 24,5*103 Leukozyten pro Milliliter an Tag 1 nach Beginn 
des ersten Behandlungszyklus. Auch infolge des zweiten Behandlungszyklus zeigten 
alle drei Patienten, deren kleines Blutbild direkt nach Beginn der Behandlung analysiert 
worden war, eine Leukozytose. Die auffällige Leukozytose blieb aber nicht dauerhaft 
bestehen und im weiteren Verlauf blieben die meisten gemessenen Werte im 
Normbereich und nur kleine Abweichungen wurden vereinzelt festgestellt.   
Die Zahl der Erythrozyten überschritt hingegen bei keinem der fünf Patienten zu 
irgendeinem Zeitpunkt den Normbereich. Die Erythrozytenkonzentration von Patientin 
05, die vor Beginn der Behandlung bereits im unteren Normbereich lag, wich nach 
Behandlungsbeginn für wenige Tage unter den Normbereich, erreichte diesen aber 
innerhalb von drei Wochen wieder. Eine Abweichung nach unten zeigte auch die 
Erythrozytenkonzentration von Patient 04 an zwei Messzeitpunkten nach dem zweiten 
Behandlungszyklus, jedoch war auch diese nur gering von der unteren Normgrenze 
entfernt.  
Auch die gemessenen Konzentrationen der Thrombozyten blieben an fast allen 
Messzeitpunkten im Normbereich. Werte außerhalb des Normbereichs wurden 
lediglich an Tag 3 bei Patient 02 und Patient 03 bemerkt. Bei ihnen lag die 
Thrombozytenkonzentration zu diesem Zeitpunkt bei 135*103/µl beziehungsweise 
143*103/µl und somit nur knapp von der Untergrenze von 150*103/µl entfernt.  
5.3 Einfluss von Alemtuzumab auf die Zahl der Zellen des Differentialblutbilds 
Neben dem kleinen Blutbild wurde auch das Differentialblutbild regelmäßig analysiert. 
Abbildung 4 zeigt die Entwicklung der Anzahl der Lymphozyten, Monozyten sowie 
der neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten.  
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Abbildung 4:  Entwicklung der absoluten Anzahl der Lymphozyten, Monozyten sowie 
neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten nach Alemtuzumab im zeitlichen 
Verlauf. Dargestellt ist die Entwicklung der Konzentration dieser Zellarten im peripheren Blut 
sowohl nach dem ersten Behandlungszyklus (linke Spalte) als auch nach dem zweiten 
Behandlungszyklus (rechte Spalte). Auf die Darstellung eines Normbereichs wurde in dieser 
Abbildung verzichtet, da der Normbereich der Untergruppen der Leukozyten von der 
Gesamtzahl der Leukozyten abhängt und somit bei den fünf Patienten nicht identisch ist. 
Stattdessen wurde der Bereich der Ausgangswerte vor Beginn des ersten Infusionszyklus in Gelb 
hinterlegt. Den Patienten sind entsprechend der Abbildungslegende Symbole zugeordnet. 
Beim Betrachten der zeitlichen Entwicklung der absoluten Zellzahlen im 
Differentialblutbild fällt auf, dass die Lymphozyten in ihrer Anzahl am stärksten durch 
Alemtuzumab beeinträchtigt wurden. Sie wurden innerhalb weniger Tage nach 
Behandlungsbeginn nahezu vollständig depletiert und erreichten im folgenden Jahr bis 
zu Beginn des neuen Behandlungszyklus nicht mehr ihre Ausgangswerte. Der zweite 
Tage nach der ersten Infusion
 Infusion 







   
   
   









   
   
   








   
   
   








   
   
   














Behandlungszyklus führte zu einer erneuten Depletion der Lymphozyten, die danach 
bis zum Erreichen der Ursprungswerte länger als 400 Tage brauchten.  
Während die Konzentration der Monozyten bei Patient 01 infolge der ersten 
Behandlung mit Alemtuzumab geringfügig anstieg, wurde diese bei den anderen vier 
Patienten zunächst reduziert, wobei die Depletion der Monozyten bei keinem Patienten 
so deutlich ausfiel wie diejenige der Lymphozyten. Im weiteren Verlauf lag die Anzahl 
der Monozyten pro Mikroliter zu den meisten Beobachtungszeitpunkten im Bereich der 
Ausgangswerte. Eine deutliche Veränderung der Monozytenkonzentration durch 
Alemtuzumab war im langfristigen Verlauf also nicht zu erkennen.  
Die Anzahl der Neutrophilen stieg infolge der ersten Behandlung deutlich an. Der 
stärkste Anstieg wurde bei Patient 02 festgestellt. Die Konzentration der Neutrophilen 
stieg bei ihm innerhalb von einem Tag auf über 24*103/µl.  Innerhalb der folgenden 
Wochen nahm ihre Konzentration wieder ab und im langfristigen Verlauf war die Zahl 
der Neutrophilen bei allen fünf Patienten den Ausgangswerten ähnlich. Ein starker 
Anstieg der Neutrophilenkonzentrationen mit nachfolgender erneuter Abnahme zeigte 
sich auch nach dem zweiten Behandlungszyklus. 
Die Eosinophilen wurden durch den ersten Behandlungszyklus mit Alemtuzumab 
nahezu vollständig depletiert. Im Vergleich zu den Lymphozyten verlief ihre 
Rekonstruktion allerdings deutlich schneller, sodass sie vor Beginn des zweiten 
Behandlungszyklus den Bereich der Ausgangswerte erreichten. Nach dem zweiten 
Behandlungszyklus zeigte sich ebenfalls zunächst eine starke Depletion und 
anschließend eine erfolgreiche Rekonstruktion. Im langfristigen Verlauf wurde der 
Bereich der Ausgangswerte durch die Eosinophilen sogar überschritten.  
Die basophilen Granulozyten lagen schon vor Beginn der Behandlung in nur sehr 
kleiner Anzahl vor mit Konzentrationen zwischen 0 und 1*103/µl. Zu allen 
Messzeitpunkten nach Beginn des ersten und zweiten Infusionszyklus lag ihre 
Konzentration in diesem Bereich, sodass hier kein größerer Einfluss von Alemtuzumab 
vermutet werden kann. 
5.4 Einfluss von Alemtuzumab auf die Anteile der Zellen des Differentialblutbilds 
Neben der absoluten Anzahl wurden auch die Anteile einzelner Zellarten an den 
Gesamtleukozyten bestimmt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 5 abgebildet.   
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Abbildung 5: Entwicklung der Anteile der Lymphozyten, Monozyten sowie neutrophilen, 
eosinophilen und basophilen Granulozyten unter den Leukozyten nach Alemtuzumab im 
zeitlichen Verlauf. Dargestellt ist die Entwicklung der Anteile dieser Zellarten im peripheren Blut 
sowohl nach dem ersten Behandlungszyklus (linke Spalte) für alle fünf Patienten als auch nach 
dem zweiten Behandlungszyklus (rechte Spalte) für die Patienten 01 bis 04. 
Die Entwicklung der Anteile der Zellarten unter den Leukozyten wurde bei den fünf 
Patienten unterschiedlich lange verfolgt. Bei allen fünf Patienten wurde jedoch die 
Veränderung des Differentialblutbildes in den ersten Tagen nach Beginn der 
Behandlung engmaschig kontrolliert. Dabei wird deutlich erkennbar, dass infolge der 








   
   
   
   








   
   
   
   
   








   
   
   
   
   
   








   
   
   
   
   
   












Behandlung der Anteil der Lymphozyten an der Gesamtheit der Leukozyten schnell 
abnahm und wenige Tage nach Beginn der Behandlung verschwindend gering war. 
Gleichzeitig kam es zu einer schnellen Zunahme des Anteils der Neutrophilen, welche 
zwar schon vor Beginn der Behandlung die Mehrheit der Leukozyten ausmachten, 
aber nach Alemtuzumab ihren Anteil weiterhin erhöhten. Der Anteil der Monozyten 
wurde ähnlich wie derjenige der Lymphozyten durch Alemtuzumab innerhalb weniger 
Tage reduziert. Bei den Patienten 01, 02 und 04 wurde das Differentialblutbild auch 
nach Beginn des zweiten Behandlungszyklus innerhalb von drei Tagen untersucht. 
Auch hier zeigte sich eine schnelle Veränderung der Zellfraktionen mit ähnlichem 
Muster wie ein Jahr zuvor.  
Im langfristigen Verlauf kam es im Rahmen der Rekonstruktion der depletierten Zellen 
zu einer langsamen Annäherung ihrer Anteile an ihren Ursprungswert und zu einer 
Normalisierung der Zellfraktionen. Der Anteil der Monozyten schien dabei den 
Ausgangswert früher zu erreichen als derjenige der Lymphozyten. 
5.5 Einfluss von Alemtuzumab auf die Zellzahlen des Immunstatus der Lymphozyten 
Da Alemtuzumab seine Wirkung vorwiegend über die Depletion von Lymphozyten 
entfaltet, wurde die Depletion von Untergruppen der Lymphozyten genauer betrachtet 
und die absolute Anzahl verschiedener Lymphozytenuntergruppen zu verschiedenen 
Zeitpunkten bestimmt. Die Messung wurde mittels Durchflusszytometrie an frischen 
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Abbildung 6: Entwicklung der absoluten Anzahl verschiedener Zellspezifitäten im zeitlichen 
Verlauf nach Alemtuzumab. Abbildung (a) zeigt die Zeitpunkte der durchflusszytometrischen 
Bestimmung des Immunstatus der Lymphozyten in Relation zur ersten Infusion. Die grau 
hinterlegten Flächen markieren die Zeiträume, in denen der Immunstatus eines oder mehrerer 
Patienten bestimmt wurde. Ergebnisse von Immunstaten desselben Zeitraums wurden bei der 
Auswertung gemeinsam betrachtet. Die beiden gepunkteten Linien umfassen den Zeitraum, in 
welchem der zweite Behandlungszyklus begann. Abbildung (b) zeigt die absolute Anzahl von T-
Lymphozyten, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sowie von B-Lymphozyten und NK-Zellen in den 
festgelegten Zeiträumen (Angabe in Tagen nach der ersten Infusion). Der Zeitpunkt direkt vor 
der ersten Applikation von Alemtuzumab wird als Baseline bezeichnet. In den Zeiträumen, in 
welchen der Immunstatus mehrerer Patienten erfasst wurde, sind der Median sowie Minimum 
und Maximum der gemessenen Anzahl einer Zellart dargestellt.  * Der Ausgangswert vor Beginn 
der Therapie wurde bei Patient 01, 02 und 04 auf Basis der absoluten Lymphozytenzahl im 
aktuellen Differentialblutbild geschätzt, da aufgrund fehlender medizinischer Indikation das 
kostenaufwändige Verfahren zur Bestimmung des Immunstatus der Lymphozyten hier nicht 
durchgeführt wurde. Da die Patienten zu dieser Zeit keine immunmodulierende Therapie 
erhielten, wurde eine normale Verteilung der Zellspezifitäten angenommen. 
Wie in der Abbildung ersichtlich, kam es nach Alemtuzumab zu einer deutlichen 
Reduktion der absoluten Zellzahl aller untersuchten Immunzellen. An Tag 7 wurde 
exemplarisch der Immunstatus von Patient 01 bestimmt, um einen Eindruck der 
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der CD4+ T-Lymphozyten und B-Lymphozyten lag dabei unter einer Zelle pro 
Mikroliter. Die Konzentration der CD8+ T-Lymphozyten erreichte eine Zelle pro 
Mikroliter, während NK-Zellen immerhin noch in einer Konzentration von 21 Zellen pro 
Mikroliter erfasst wurden. 
In der folgenden Zeit kam es zu einem Anstieg der Anzahl der Immunzellen, wobei die 
Repopulation im chronologischen Verlauf unter den verschiedenen 
Immunzellspezifitäten deutlich variierte. Auf einen rechnerischen Vergleich der 
Zellzahlen, welche in unterschiedlichen Zeiträumen vorlagen, mit Angabe genauer 
Prozentwerte wird hier bewusst verzichtet, da bei fehlender medizinscher Indikation 
nicht in jedem Zeitraum von allen Patienten die absoluten Zellzahlen bestimmt wurden. 
Bei Betrachtung der Diagramme können aber trotzdem folgende Entwicklungen 
erkannt werden:  Die B-Lymphozyten erholten sich in ihrer Anzahl am schnellsten und 
übertrafen den geschätzten mittleren Ursprungswert sogar bereits nach wenigen 
Monaten. Auch während der Repopulation nach der zweiten Behandlung überschritten 
sie in ihrer mittleren Anzahl den Ursprungswert deutlich.  Die Rekonstruktion der T-
Lymphozyten erfolgte dagegen im beobachteten Zeitraum nur in begrenztem Maße. 
Beim beispielhaften Vergleich der absoluten Zellzahlen der CD4+ und CD8+ Zellen in 
den Zeiträumen Tag 70 bis 110 (entspricht ungefähr Monat 3) sowie Tag 350 bis 380 
(entspricht ungefähr Monat 12) mit den Ursprungswerten wird erkennbar, dass die 
Rekonstruktion dieser Zellreihen im angegeben Zeitraum nur in geringerem Ausmaß 
stattfand als die der B-Lymphozyten. Außerdem wird erkennbar, dass unter allen 
Zellspezifitäten die Rekonstruktion der CD4+ Zellen am schwächsten ausfiel.  
5.6 Einfluss von Alemtuzumab auf die Anteile der Zellen im Immunstatus der 
Lymphozyten 
Neben den absoluten Zellzahlen wurden auch die Anteile verschiedener 
Zellspezifitäten im Lymphozytenpool direkt nach der Depletion und zu verschiedenen 
Zeitpunkten während der Rekonstruktion untersucht. Die Anteile wurden dabei aus den 
absoluten Zellzahlen errechnet, welche durchflusszytometrisch an unbehandelten 
Zellzahlen bestimmt worden waren.  Die Entwicklung der Zellanteile im zeitlichen 
Verlauf ist in Abbildung 7 dargestellt. Zur besseren Übersicht sind die Zeitpunkte der 
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Abbildung 7: Anteile der CD4+ Lymphozyten, CD8+ Lymphozyten, B-Lymphozyten und NK-Zellen 
innerhalb des Lymphozytenpools zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Depletion. Abbildung 
(a) zeigt die Zeitpunkte der durchflusszytometrischen Bestimmung des Immunstatus der 
Lymphozyten in Relation zur ersten Infusion. Die grau hinterlegten Flächen markieren die 
Zeiträume, in denen der Immunstatus eines oder mehrerer Patienten bestimmt wurde. 
Ergebnisse von Immunstaten desselben Zeitraums wurden bei der Auswertung gemeinsam 
betrachtet. Die beiden gepunkteten Linien umfassen den Zeitraum, in welchem der zweite 
Behandlungszyklus begann. Abbildung (b) zeigt die Anteile der CD4+ Lymphozyten, CD8+ 
Lymphozyten sowie der B-Lymphozyten und NK-Zellen innerhalb des Lymphozytenpools in den 
festgelegten Zeiträumen. In den Zeiträumen, in welchen der Immunstatus mehrerer Patienten 
bestimmt wurde, ist der mittlere Anteil der Zellart angegeben. Die Summe der gerundeten 
Anteile in Prozent ist unter jeder Säule angegeben. *Die Ausgangswerte der Anteile der 
verschiedenen Subgruppen vor Beginn der Alemtuzumabtherapie wurden für die Patienten 01, 
02, 04 und 05 geschätzt, da das kostenaufwendige Verfahren zur Bestimmung des Immunstatus 
der Lymphozyten aufgrund fehlender medizinischer Indikation hier nicht durchgeführt wurde. 
Da die Patienten zu dieser Zeit keinerlei immunbeeinflussende Medikamente einnahmen, 
wurden Normwerte angenommen und der Mittelwert des Normbereichs für die Patienten 
angegeben. Für die Normebereiche der verschiedenen Zellarten gilt: CD4+ T-Lymphozyten 28%-
57%, CD8+ T-Lymphozyten 10%-39%, B-Lymphozyten 6%-19%, NK-Zellen 7%-31%. 


















































































Verteilung der Zellfraktionen direkt nach Beginn der Therapie 
Auffällig in der Verteilung von Lymphozytensubgruppen waren vor allem die 
Ergebnisse von Tag 7. CD4+ T-Lymphozyten, welche normalerweise 28% bis 57% der 
Lymphozyten stellen, machten bei Patient 01, dessen Blut an diesem Tag 
exemplarisch untersucht worden war, nur noch 2% innerhalb des Lymphozytenpools 
aus. Auch der Anteil der B-Lymphozyten lag an Tag 7 nur noch bei 2%. Der Anteil der 
CD8+ T-Lymphozyten war zu diesem Zeitpunkt mit 3% ebenfalls deutlich reduziert. 
Die NK-Zellen hingegen, deren Anteil im Bereich von 7% bis 31% normwertig ist, 
machten nun mit 94% den weitaus größten Teil der Lymphozyten aus.  
Veränderung der Zellfraktionen während der Rekonstruktionsphase 
Während der Rekonstruktionsphase veränderten sich mit der absoluten Anzahl der 
Zellen auch die Anteile der verschiedenen Zellspezifitäten. Durch die schnellere 
Rekonstruktion der B-Lymphozyten erhöhte sich deren mittlerer Anteil in den 
folgenden Monaten sehr stark und lag schon innerhalb von 70 bis 110 Tagen nach 
Beginn der Therapie mit 31% nicht nur deutlich über dem mittleren Ausgangswert, 
sondern auch über dem Normbereich von 6%-19%. Trotz gewisser Schwankungen 
des B-Lymphozytenanteils während der weiteren Rekonstruktionszeit blieb dieser zu 
allen gemessenen Zeitpunkten über der Norm. Mit der Vergrößerung des B-
Lymphozytenanteils in der Folge der Alemtuzumab-Therapie ging eine Verkleinerung 
des T-Lymphozytenanteils einher. Dieser nahm zwar sowohl im Jahr nach der ersten 
Depletion als auch in der Zeit nach dem zweiten Infusionszyklus insgesamt zu, 
erreichte aber auch nach 905 bis 950 Tagen noch nicht den ursprünglichen Wert. Eine 
Abnahme des T-Lymphozytenanteils zwischen den Zeiträumen Tag 70 bis 110 und 
Tag 140 bis 210 sowie zwischen den Zeiträumen Tag 270 bis 300 und Tag 350 bis 
380 war nur geringfügig und nicht durch eine Abnahme der absoluten T-
Lymphozytenzahl, sondern durch eine vergleichsweise schnellere Vermehrung der B-
Lymphozyten zu erklären. Die Anteile der CD4+ und der CD8+ Untergruppen 
vergrößerten sich unterschiedlich schnell. Die CD8+ T-Lymphozyten näherten sich in 
ihrem Anteil dem Ursprungswert deutlich mehr an als die CD4+ T-Lymphozyten, die 
also nicht nur in ihrer absoluten Anzahl, sondern auch in ihrem Anteil unter den 
Lymphozyten am stärksten durch Alemtuzumab beeinträchtigt blieben.  
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5.7 Einfluss von Alemtuzumab auf die zelluläre Reaktivität 
5.7.1 Veränderung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen 
Zur Untersuchung der Veränderung der zellulären Reaktivität durch Alemtuzumab 
dienten ELISpot-Assays mit PBMC aus Blutproben, welche sowohl vor Beginn der 
Behandlung als auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten während der 
Repopulationsphase gesammelt worden waren. Als Messwert für die zelluläre 
Reaktivität wurde die Zahl Interferon(IFN)-γ sezernierender Zellen gewählt, da IFN-γ 
hauptsächlich von TH1-Zellen produziert wird und diese von entscheidender 
Bedeutung in der Pathogenese der MS zu sein scheinen. Abbildung 8 zeigt die 
Veränderung der zellulären Reaktivität in Anwesenheit jedes als Stimuli verwendeten 
Peptids im zeitlichen Verlauf. Da für die Messung jeweils 2*105 PBMC in jedes Well 
der ELISpot-Platte gegeben wurden, zeigen die Ergebnisse die Zahl IFN-γ 
sezernierender Zellen pro 2*105 PBMC an.  
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Abbildung 8: Veränderung der zellulären Reaktivität in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen 
im zeitlichen Verlauf. Abbildung (a) zeigt die Zeitpunkte der Aufreinigung von PBMC-Proben, 
welche später in den ELISpot-Assays untersucht wurden, in Relation zur ersten Infusion. Die grau 
hinterlegten Flächen markieren die Zeiträume, in denen die Aufreinigung einer Probe 
mindestens eines Patienten erfolgte. Ergebnisse von ELISpot-Assays, welche demselben 
Zeitraum zugehörten, wurden bei der Auswertung gemeinsam betrachtet. Die beiden 
gepunkteten Linien umfassen den Zeitraum, in welchem der zweite Behandlungszyklus begann. 
Abbildung (b) und (c) zeigen die Veränderung der zellulären Reaktivität im zeitlichen Verlauf in 
Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 PBMC. In den Zeiträumen, in denen die 
Ergebnisse mehrere ELISpot-Assays verwertet wurden, sind Boxplots mit Median sowie 













































































































































































der verschiedenen Ligandompeptide dargestellt, während (c) die Entwicklung der Reaktivität in 
Anwesenheit jeweils eines Kontrollpeptids zeigt.   
Im ersten Jahr nach der Depletion ist die Reaktivität der PBMCs in Form der Zahl IFN-
γ sezernierender Zellen reduziert 
Die Veränderung der Reaktivität in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in 
Relation zu 2*105 PBMC zeigte im Jahr nach der ersten Depletion in Anwesenheit aller 
untersuchten Peptide einen ähnlichen Verlauf. Dies galt sowohl in Anwesenheit der 
Ligandompeptide 1 bis 11, die aus dem Gehirn von verstorbenen MS-Patienten 
selektioniert und synthetisiert worden waren und im Verdacht stehen, Angriffsziele der 
autoreaktiven Zellen von MS-Patienten darzustellen, als auch für die Kontrollpeptide 
12 und 13, also JC Virus VP1_34-48 und Tetanustoxin tt830-844. Aufgrund einer zu 
kleinen Datenmenge konnten Berechnungen zur Signifikanz der 
Reaktivitätsveränderung in Anwesenheit jedes einzelnen Peptids nicht durchgeführt 
werden. Eine Signifikanztestung erfolgte stattdessen bei gemeinsamer Betrachtung 
aller Ligandompeptide und wird gesondert beschrieben. Die Veränderung der 
Reaktivität in Anwesenheit einzelner Peptide wurde rein deskriptiv ausgewertet. Wie 
in der Abbildung ersichtlich, war die mediane Zahl IFN-γ sezernierender Zahlen zu 
allen Messzeitpunkten nach der Behandlung geringer als vor Applikation von 
Alemtuzumab. Im Laufe des ersten Jahres variierte die Entwicklung der Reaktivität 
geringfügig unter den einzelnen Peptiden, insgesamt schien sie jedoch zwischen den 
beiden Zeiträumen Tag 70 bis 110 und Tag 350 bis 380 zuzunehmen.  
Die Reduktion der Reaktivität der Zellen in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen 
pro 2*105 PBMC bleibt in der Zeit nach der zweiten Depletion bestehen 
In der Zeit nach der zweiten Depletion blieb die Zahl an IFN-γ sezernierenden Zellen 
in Relation zu 2*105 PBMC weiterhin auf niedrigerem Niveau. Im Vergleich zu den 
Ursprungswerten, die vor Beginn der Behandlung erhoben worden waren, blieb die 
mediane Zahl der IFN-γ sezernierenden Zellen auch zu allen Messzeitpunkten nach 
dem zweiten Infusionszyklus reduziert. Allerdings sei auch hier noch einmal darauf 
hingewiesen, dass Signifikanztests aufgrund zu kleiner Datensätze nicht zu jedem 




Die Reduktion der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 PBMC bei gemeinsamer 
Betrachtung der Peptide 1 bis 11 ist signifikant  
Da die Datenmenge für die Überprüfung einer Signifikanz bei einzelnen Peptiden zu 
gering war, wurden hierfür Reaktivitäten in Anwesenheit der Ligandompeptide 1 bis 11 
zusammen einem Signifikanztest unterzogen. Das Ergebnis der Testung soll lediglich 
als Hinweis für eine mögliche Signifikanz der Reaktivitätsminderung in Anwesenheit 
einzelner Peptide verstanden werden. Zur Überprüfung dieser sind weitere 
Forschungen mit größeren Datensätzen notwendig. Abbildung 9 zeigt den 
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Abbildung 9: Zahl der IFN-γ sezernierenden Zellen bei gemeinsamer Betrachtung der 
Reaktivitäten in Anwesenheit mehrerer Stimuli im zeitlichen Verlauf.  Abbildung (a) zeigt die 
Veränderung der zellulären Reaktivität in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen bei 
gemeinsamer Betrachtung der Ligandompeptide. Zur Überprüfung der Signifikanz wurde der 
Wilcoxon Test für verbundene Werte herangezogen. Er diente einerseits dem Vergleich der 
ursprünglichen Reaktivitäten mit denjenigen anderer Zeiträume und andererseits dem Vergleich 
der Ergebnisse von Tag 350 bis 380 mit denen von späteren Zeiträumen. Für die Ergebnisse des 
Signifikanztests gilt: **** p ≤ 0,0001; *** p ≤ 0,0010; ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05. # Ein Vergleich 
des Zeitraums 350 bis 380 mit dem Zeitraum Tag 730 bis 770 mit dem Wilcoxon Test für 
verbundene Werte konnte nicht durchgeführt werden, weil die Blutproben dieser Zeiträume von 
unterschiedlichen Patienten stammten. Zur Verdeutlichung sind die p Werte der 
Signifikanzprüfung außerdem in der darunter stehenden Tabelle dargestellt. Abbildung (b) zeigt 
die Veränderung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen bei gemeinsamer Betrachtung der beiden 
Kontrollpeptide. Statistische Analysen wurden aufgrund einer zu kleinen Datenmenge hier nicht 
durchgeführt, aber der Trend ist dargestellt. 
Bei gemeinsamer Betrachtung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Anwesenheit 
der Ligandompeptide 1 bis 11 fiel ein signifikanter Unterschied zwischen dem 
Ursprungswert und dem Ergebnis der ersten Messung nach der Depletion auf. Trotz 
eines Anstiegs der mittleren Reaktivität im Lauf des ersten Jahres blieb die Reduktion 
im Vergleich zum Ursprungswert weiterhin signifikant. Nach der zweiten Infusionsfolge 
ein Jahr später ergab sich eine erneute signifikante Reduktion der Zahl IFN-γ 
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380. Da die Ligandompeptide hier gemeinsam betrachtet wurden, lässt sich hier 
jedoch kein Rückschluss auf einen signifikanten Rückgang der Reaktivität in 
Anwesenheit eines einzelnen Peptids ziehen. Insgesamt blieb die Reaktivität zu allen 
beobachteten Zeitpunkten deutlich unter derjenigen vor der Behandlung.   
Für die Kontrollpeptide wurden Signifikanztests aufgrund zu kleiner Datenmengen 
nicht durchgeführt, dennoch ist auch hier ein ähnlicher Trend der 
Reaktivitätsveränderung zu erkennen. Die Veränderung der Reaktivität kann daher 
nicht als spezifisch für die Ligandompeptide angesehen werden, sondern vorerst eher 
als eine allgemeine Reaktivitätsminderung der Zellen. Ein signifikanter Unterschied 
zwischen dem Rückgang der Reaktivität in Anwesenheit der Ligandompeptide im 
Vergleich zum Rückgang der Reaktivität in Anwesenheit der Kontrollpeptide konnte in 
dieser Arbeit somit nicht gezeigt werden.  
5.7.2 Veränderung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Relation zu 2*105 anwesenden 
CD4+ Lymphozyten 
Wie oben beschrieben, kam es durch Alemtuzumab zu einer veränderten Verteilung 
der Zellspezifitäten mit einem Rückgang des Anteils der CD4+ T-Lymphozyten. 
Diese sind hauptverantwortlich für die Produktion von IFN-γ. Um zu überprüfen, ob 
der Rückgang der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen allein durch den Rückgang des 
Anteils der CD4+ T-Lymphozyten bedingt ist oder auch funktionelle Veränderungen 
angenommen werden können, wurde deshalb auch die Zahl IFN-γ produzierender 
Zellen auf die anwesenden CD4+ T-Lymphozyten normalisiert. Dafür wurden mittels 
Durchflusszytometrie die Anteile der CD4+ T-Lymphozyten unter den gefrorenen 
PBMC-Proben bestimmt und die Zahl IFN-γ sezernierender Zellen im ELISpot-Assay 
durch den Anteil der CD4+ T-Lymphozyten der entsprechenden Probe dividiert. Die 
durchflusszytometrisch bestimmten Anteile der CD4+ Lymphozyten innerhalb der 





05 50,55 -- -- -- -- -- -- -- -- 
04 35,98 16,01 20,84 -- 26,76 18,77 -- -- 27,55 
03 60,29 17,39 31,08 34,11 -- -- -- -- -- 
02 30,33 -- 20 -- -- 20,36 25,06 -- -- 























































































Abbildung 10: Anteile der CD4+ T-Lymphozyten unter den PBMC gesamt in den gefrorenen 
Zellproben der fünf Patienten vor Beginn der Behandlung und zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
während der Rekonstruktion. Die Anteile sind in Prozent angegeben.  
 
Abbildung 11 zeigt die zelluläre Reaktivität in Form der Zahl IFN-γ sezernierender 
Zellen nach Normalisierung für anwesende CD4+ T-Lymphozyten. Die Werte stellen 
somit die Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 CD4+ T-Lymphozyten dar. Zur 
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Abbildung 11: Veränderung der zellulären Reaktivität in Form der Zahl IFN-γ sezernierender 
Zellen nach Normalisierung zu anwesenden CD4+ T-Lymphozyten in den Wells der ELISpot-
Platte im zeitlichen Verlauf. Abbildung (a) zeigt nochmals die Zeitpunkte der Aufreinigung von 
PBMC-Proben, welche später in den ELISpot-Assays untersucht wurden, in Relation zur ersten 
Infusion. Die grau hinterlegten Flächen markieren die Zeiträume, in denen die Aufreinigung einer 
Probe mindestens eines Patienten erfolgte. Ergebnisse von ELISpot-Assays, welche demselben 
Zeitraum zugehörten, wurden bei der Auswertung gemeinsam betrachtet. Die beiden 
gepunkteten Linien umfassen den Zeitraum, in welchem der zweite Behandlungszyklus begann. 
Abbildung (b) und (c) zeigen die Veränderung der zellulären Reaktivität im zeitlichen Verlauf in 
Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 CD4+ T-Lymphozyten. In den Zeiträumen, 
in denen die Ergebnisse mehrere ELISpot-Assays verwertet wurden, sind Boxplots mit Median 
sowie Minimum und Maximum dargestellt. In (b) ist die Veränderung der Reaktivität in 
Tage nach der 
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Anwesenheit der verschiedenen Ligandompeptide dargestellt, während (c) die Entwicklung der 
Reaktivität in Anwesenheit jeweils eines Kontrollpeptids zeigt.   
Ähnlich wie bei Betrachtung der Reaktivität in Relation zu den PBMC ergab sich auch 
bei der Reaktivität der Zellen in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 
CD4+ T-Lymphozyten eine Reduktion durch Alemtuzumab.  
Nach beiden Alemtuzumab-Behandlungen ist die Reaktivität der Zellen auch in Form 
der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 CD4+ T-Lymphozyten reduziert 
Auch hier zeigte sich ein ähnlicher Verlauf bei allen untersuchten Peptiden. Die Zahl 
IFN-γ sezernierender Zellen war zum ersten Messzeitpunkt nach der Behandlung 
zwischen Tag 70 und 110 geringer als vorher. Die mediane Zahl der IFN-γ 
sezernierenden Zellen pro 2*105 anwesenden CD4+ T-Lymphozyten blieb auf 
niedrigem Niveau zu allen Messzeitpunkten nach der Depletion.  
Die Reduktion der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro 2*105 CD4+ T-Lymphozyten 
bei gemeinsamer Betrachtung der Peptide 1 bis 11 ist signifikant  
Bei der Signifikanzprüfung der Veränderung der zellulären Reaktivität in Relation zu 
anwesenden CD4+ T-Lymphozyten wurde wie bei der Signifikanzprüfung der 
Reaktivität in Relation zu den Gesamt-PBMC vorgegangen. Die Ligandompeptide 1 
bis 11 wurden zusammen betrachtet und die Ergebnisse des Wilcoxon Tests für 
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Abbildung 12: Zahl der IFN-γ sezernierenden Zellen in Relation zu anwesenden CD4+ T-
Lymphozyten bei gemeinsamer Betrachtung der Reaktivitäten in Anwesenheit mehrerer Stimuli 
im zeitlichen Verlauf.  Abbildung (a) zeigt die Veränderung der zellulären Reaktivität in Form der 
Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Relation zu 2*105 anwesenden CD4+ T-Lymphozyten bei 
gemeinsamer Betrachtung der Ligandompeptide. Zur Überprüfung der Signifikanz wurde der 
Wilcoxon Test für verbundene Werte herangezogen. Er diente einerseits dem Vergleich der 
ursprünglichen Reaktivitäten mit denjenigen anderer Zeiträume und andererseits dem Vergleich 
der Ergebnisse von Tag 350 bis 380 mit denen von späteren Zeiträumen. Für die Ergebnisse des 
Signifikanztests gilt: **** p ≤ 0,0001; *** p ≤ 0,0010; ** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05, n.s.: nicht 
signifikant # Ein Vergleich des Zeitraums 350 bis 380 mit 730 bis 770 mit dem Wilcoxon Test für 
verbundene Werte konnte nicht durchgeführt werden, weil die Blutproben dieser Zeiträume von 
unterschiedlichen Patienten stammten. Zur Verdeutlichung sind die p Werte der 
Signifikanzprüfung außerdem in der darunter stehenden Tabelle dargestellt. Abbildung (b) zeigt 
die Veränderung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Relation zu 2*105 anwesenden CD4+ T-
Lymphozyten bei gemeinsamer Betrachtung der beiden Kontrollpeptide. Statistische Analysen 
wurden hier nicht durchgeführt, aber der Trend ist dargestellt. 
 
Bei gemeinsamer Betrachtung der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen pro CD4+ T-
Lymphozyten in Anwesenheit der Ligandompeptide 1 bis 11 fiel ein signifikanter 
Unterschied zwischen dem Ursprungswert und dem Ergebnis der ersten Messung 
nach der Depletion auf. Abgesehen von der Reaktivität im Zeitraum Tag 140 bis 210 
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signifikant. Insgesamt blieb die mediane Reaktivität zu allen beobachteten Zeitpunkten 
unter derjenigen vor der Behandlung.   
Im Fall der Kontrollpeptide zeigte sich auch hier eine ähnliche Entwicklung. Aufgrund 
eines kleinen Datensatzes wurde hier wieder auf die Prüfung einer Signifikanz 
verzichtet.   
5.8 Einfluss von Alemtuzumab auf den klinischen Verlauf 
Die fünf Patienten, die mit Alemtuzumab behandelt wurden, entwickelten die ersten 
Symptome der MS im Alter von 20 bis 30 Jahren. Die Symptome waren vielfältig und 
umfassten unter anderem Taubheitsgefühle und Lähmungen sowie Sprach- und 
Sehstörungen. Alle fünf Patienten erhielten Alemtuzumab aufgrund von hoher 
Krankheitsaktivität. Vor Beginn dieser Behandlung haben vier der fünf Patienten 
bereits andere Krankheitsmodifizierende Therapien erhalten, welche jedoch Schübe 
nicht verhindern und die Krankheitsprogression nicht zum Stillstand bringen konnten. 
Patient 04 hatte dagegen hohe Krankheitsaktivität bereits zu Beginn der Erkrankung 
und erhielt Alemtuzumab deshalb schon als erste krankheitsmodifizierende Therapie. 
Die Entwicklung ihres klinischen Zustands wurde sowohl vor als auch nach der 
Therapie genau charakterisiert und wird im Folgenden beschrieben.  
5.8.1 Patient 01 
Bei Patient 01 (geb. zwischen 1980 und 1990) manifestierte sich die MS vom 
schubförmigen Verlaufstyp erstmalig 2014. Die Diagnose wurde im gleichen Monat 
gestellt. An Vorerkrankungen war eine Infektiöse Mononukleose bekannt. Hinsichtlich 
Noxen gab der Patient einen Nikotinkonsum von drei bis vier Zigaretten pro Tag bei 
insgesamt 14 pack years an. Die vorherrschende Symptomatik bestand anfangs aus 
einer Dysarthrie und einer latenten brachiofazial betonten Hemiparese rechts. Nach 
Durchführungen einer Cortisonstoßtherapie kam es zu einer leichten Besserung der 
Dysarthrie, allerdings stellte sich innerhalb weniger Wochen eine Sensibilitätsstörung 
der rechten Hand ein. Aufgrund der großen Krankheitsaktivität und der schnellen 
Zunahme von großen cerebralen Läsionen wurde eine Therapie mit Alemtuzumab 
begonnen. Im folgenden Jahr war der klinische Zustand des Patienten stabil und die 
regelmäßig durchgeführten klinischen Untersuchungen unauffällig. Der Grad der 
Behinderung, der vor der Behandlung auf 2,0 in der EDSS eingestuft worden war, 
verbesserte sich auf 0. Die einzigen Veränderungen, die vom Patienten bemerkt 
wurden, waren eine vorübergehende leichte Reduktion der Haardichte, die sich 
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allerdings von selbst wieder normalisierte und ein Jahr später eine verwaschene 
Sprache nach längerem Reden. Anfang des Jahres 2016 erhielt der Patient die zweite 
Behandlung mit Alemtuzumab. Auch im nun folgenden Jahr zeigte der Patient klinisch 
einen stabilen Befund.   
5.8.2 Patient 02 
Bei diesem Patienten (geb. zwischen 1980 und 1990) wurde die MS vom 
schubförmigem Verlaufstyp schon 2004 diagnostiziert. Sie manifestierte sich erstmals 
2003 durch einen Bulbusbewegungsschmerz, später dann durch eine linksbetonte 
Visusminderung mit rezidivierenden Optikusneuritiden. Andere Vorerkrankungen, 
Allergien und Nikotinkonsum wurden verneint. In den folgenden Jahren erhielt er 
vielfältige Therapieversuche: 2004 bis 2005 mit Glatirameracetat, 2005 bis 2008 mit 
Interferon-β-1a, 2008 bis 2011 mit Natalizumab und 2011 bis 2014 mit Fingolimod. Im 
März 2014 wurde auch eine therapeutische Plasmapherese mit normalem Plasma 
durchgeführt. 2014 erhielt der Patient über einige Monate Dimethylfumarat und 
Fampridin. Trotz der vielfältigen Therapieversuche kam es über mehrere Jahre hinweg 
zu einer fortschreitenden Visusverschlechterung, sodass der Visus 2014 beidseits 
weniger als 0,1 betrug. Außerdem entwickelte sich eine komplexe 
Okulomotoriusstörung und Sensibilitätsstörungen im Bereich der linken Hand. Der 
EDSS nahm im Verlauf zu und wurde schließlich auf 4,5 eingestuft. Aufgrund der 
hohen Krankheitsaktivität, die sich durch die bisherigen Schubprophylaxen nicht 
einschränken ließ, wurde eine Therapie mit Alemtuzumab begonnen. Die ersten 
Infusionen wurden Anfang des Jahres 2015 verabreicht. In der folgenden Zeit blieb der 
EDSS konstant auf 4,5. Laut eigenen Angaben fühlte sich der Patient wohl und 
bemerkte lediglich des Öfteren ein leichtes Kribbeln in der linken und rechten Hand. 
Der hochgradige Visusverlust blieb weiterhin bestehen. Im Frühling 2016 wurde der 
zweite Behandlungszyklus durchgeführt. Auch dieses Mal wurde das Medikament gut 
vertragen. Die Symptomatik blieb weiterhin stabil.  
5.8.3 Patient 03 
Patient 03 (geb. zwischen 1980 und 1990) entwickelte erste Zeichen der Erkrankung 
2009. Die Diagnose der RRMS wurde 2012 gestellt. Andere Erkrankungen oder 
Allergien sind nicht bekannt. Nikotinkonsum bestand seit ca. 2002 mit durchschnittlich 
einer Schachtel pro Tag, wurde aber ab 2016 deutlich auf zwei Zigaretten pro Tag 
eingeschränkt. In den Jahren 2013 und 2014 wurde der Patient mit Interferon-β-1a 
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behandelt, anschließend wurde die Medikation auf Teriflunomid umgestellt. Trotz 
dieser krankheitsmodifizierenden Therapie blieb die Erkrankung klinisch aktiv und 
äußerte sich durch eine Fußheberparese links bei Belastung, eine Hypästhesie des 
Fußes sowie ein Taubheitsgefühl der Finger IV/V links. Deswegen erhielt der Patient 
im Sommer 2016 zum ersten Mal Alemtuzumab. Im folgenden Jahr fühlte sich der 
Patient laut eigenen Angaben wieder besser. Außer einem Fallfuß links nach längerem 
Gehen würde ihm keine Behinderung auffallen. In der klinischen Untersuchung fielen 
zwei Monate nach der Verabreichung eine leichte Parese des linken Beins sowie eine 
leichte Verplumpung beim Einbeinhüpfen links auf, welche sich in den folgenden 
Monaten jedoch zurückbildeten. Die Einstufung im EDSS konnte nach einem halben 
Jahr von 2,0 auf 0 reduziert werde. Der zweite Zyklus der Alemtuzumabapplikation 
erfolgte ein Jahr später.   
5.8.4 Patient 04 
Die Diagnose der MS mit vorwiegend schubförmigem Verlauf wurde bei diesem 
Patienten (geb. zwischen 1970 und 1980) 2008 gestellt. Kurz zuvor waren die ersten 
Krankheitssymptome aufgetreten, die sich in Form einer Taubheit an beiden Händen, 
im Verlauf auch an den Füßen und den Unterschenkeln bis hin zu den Hüften 
äußerten. Der Nikotinkonsum lag 2014 bei insgesamt fünf pack years, in den folgenden 
Jahren bei ca. 15 Zigaretten pro Tag. Neben der MS war ein asymptomatischer 
Hydrozephalus internus bekannt. Allergien wurden verneint. Auch dieser Patient hat 
vor der Therapie mit Alemtuzumab schon andere krankheitsmodifizierende Therapien 
erhalten. 2009 bis 2010 nahm er an einer placebokontrollierten Dosisfindungsstudie 
mit Daclizumab teil. Anschließend erhielt er Interferon-β-1a. 2012 wurde die Therapie 
auf Fingolimod umgestellt. Während dieser Zeit erlitt der Patient mehrere Schübe mit 
inkompletter Rückbildung, sodass sich die Einstufung im EDSS bis 2014 auf 4,5 
erhöhte. Die vielfältige Symptomatik umfasste neben Taubheitsgefühlen und 
Koordinationsstörungen auch Sehstörungen, eine diskrete Dysarthrie, 
Muskelschmerzen, eine diskrete Urge-Symptomatik und mittelgradige Fatigue-
Symptomatik. Wegen der hohen Krankheitsaktivität trotz krankheitsmodifizierender 
Medikation wurde ein Therapieversuch mit Alemtuzumab begonnen. Der Patient 
erhielt den ersten Infusionszyklus 2014, den zweiten genau ein Jahr später. Schon 
nach der ersten Dosis blieb der klinische Verlauf stabil. Der Patient äußerte eine 
erhöhte Anfälligkeit für leichte Infekte, fühlte sich anamnestisch sonst aber sehr gut. In 
der klinisch-neurologischen Untersuchung ergab sich ein weitgehend stabiler Befund. 
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Auffällig waren ein omnidirektionales Schwanken im Romberg-Stehversuch, eine 
leichte Schwäche des rechten Beins, eine verplumptes Einbeinhüpfen beidseits und 
ein leicht reduziertes Vibrationsempfinden an den Daumengrundgelenken und 
Innenknöcheln. Der EDSS hat sich auf eine Stufe von 2,5 bis 3 reduziert.  
5.8.5 Patientin 05 
Diese Patientin (geb. zwischen 1980 und 1990) erhielt die Diagnose der MS vom 
schubförmigen Verlauf im Jahr 2010. Die vorherrschende Symptomatik war dabei eine 
deutliche Sehverschlechterung am rechten Auge im Rahmen einer Neuritis n. optici. 
Die Erkrankung könnte sich möglicherweise auch schon früher manifestiert haben, 
denn anamnestisch lag bereits im Juni 2009 ein über zwei bis drei Wochen 
bestehendes Kribbeln im rechten Fuß vor. Außerdem war der Patientin zum Zeitpunkt 
der Diagnosestellung schon seit mehreren Jahren ein elektrisierendes Gefühl entlang 
der Wirbelsäule bei Kopfbewegungen aufgefallen. Eine Tagesmüdigkeit sowie Blasen- 
oder Mastdarmfunktionsstörungen wurden zunächst verneint. In den folgenden Jahren 
wurden unterschiedliche Therapieversuche mit krankheitsmodifizierenden 
Medikamenten durchführt. Eine initial begonnene Therapie mit Glatirameracetat wurde 
wegen Unverträglichkeit auf Interferon-β-1a umgestellt. Weil unter dieser Therapie 
weiterhin Schübe auftraten, wurde eine Eskalation mit Natalizumab begonnen. Wegen 
Positivität für JCV-Antikörper musste auch diese Therapie beendet werden. Schübe 
traten bei der Patientin auch während zwei Schwangerschaften auf und wurden zum 
Teil mit einer Cortisonstoßtherapie behandelt. Die Symptome waren dabei sehr 
vielfältig und umfassten unter anderem eine Schwäche der rechten Körperhälfte bis 
hin zur Hemiparese, Taubheitsgefühle, Feinmotorikstörungen und eine Urge-
Symptomatik. Aufgrund einer nur inkompletten Rückbildung der Symptomatik stieg die 
Einstufung im EDSS im Verlauf auf 4,5. Ein Therapieversuch mit Fingolimod bis Mai 
2017 konnte die Krankheitsaktivität ebenfalls nicht zum Stillstand bringen.  Auch eine 
Plasmapherese brachte keine deutliche Besserung. Im Sommer 2017 wurde eine 
Behandlung mit Alemtuzumab begonnen.  
Ungefähr drei Wochen später stellte sich die Patienten wegen einer neu aufgetretenen 
Feinmotorikstörung der linken Hand erneut vor. Nach einer hochdosierten 
Cortisonstoßtherapie kam es zur Stabilisierung dieser Symptomatik, allerdings zeigte 
die linke Hand in der Folge eine leichte spastische Tonuserhöhung. Der EDSS wurde 
nun bei 3,5 eingestuft.  
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5.9 Einfluss von Alemtuzumab auf die radiologisch gemessene Krankheitsaktivität 
Auch die Veränderung der in der MRT gemessenen Krankheitsaktivität durch 
Alemtuzumab wurde beurteilt. Für die Auswertung der MRT-Befunde des Schädels 
wurden vor allem axiale Bilder in FLAIR- und T2-Wichtung, außerdem nach 
Kontrastmittelaufnahme in T1-Wichtung betrachtet. Auch Bilder in sagittaler und 
coronarer Schnittebene wurden zum Vergleich herangezogen. Bei der Auswertung der 
MRT-Befunde des Myelons wurden vorwiegend die sagittalen und axialen Aufnahmen 
betrachtet. Zur besseren Darstellung der Läsionen wurden hier auch die 
protonengewichteten Aufnahmen begutachtet. Bei allen Bildern wurde besonderes 
Augenmerk auf die Anzahl, Lokalisation und Größe der einzelnen Läsionen und deren 
Entwicklung im Verlauf der Behandlung gelegt. 
5.9.1 Patient 01 
Bei diesem Patienten wurden zum Zeitpunkt der Erstmanifestation der MS Ende 
August 2014 MRT-Bilder extern aufgenommen. Im Vergleich zu diesen Voraufnahmen 
zeigte sich im MRT-Befund des Schädels wenige Wochen später ein deutlicher 
Progress der FLAIR-hyperintensen Läsionen. Die größte Läsion war balkenassoziiert 
links paraventrikulär zu finden mit einer Größenzunahme von vormals 12*8mm auf nun 
25*20mm. Außerdem zeigten sich in beiden Hemisphären multiple neue Läsionen in 
einer Größe zwischen 1mm und 9mm. Einige dieser Herde zeigten sowohl eine 
Diffusions- als auch eine Schrankenstörung. Einzelne Herde blieben im Vergleich zur 
Voraufnahme größenkonstant, lediglich eine Läsion zeigte sich geringfügig 
größenregredient.  
Im Herbst 2014 wurde die Therapie mit Alemtuzumab begonnen. In der folgenden Zeit 
wurden in regelmäßigen Abständen MRT-Befunde erhoben. Ein MRT des Schädels 
wurde im April und September 2015 sowie im Juli 2016 und im Januar 2017 
durchgeführt. In all diesen Befunden zeigten sich die bekannten Läsionen teilweise 
größenkonstant, teilweise größenregredient. Außerdem ergab sich kein Hinweis auf 
neue Läsionen sowie kein pathologisches Kontrastmittelenhancement. Der N. Opticus 
zeigte jedoch eine Signalanhebung im Sinne einer Opticusneuritis.  
Das Myelon zeigte bei diesem Patienten weder vor noch nach Beginn der Behandlung 




5.9.2 Patient 02 
Von diesem Patienten lagen Berichte zu externen MRT-Aufnahmen des Schädels 
zwischen 2007 und 2011 vor. Während dieser Zeit kam es zu keiner wesentlichen 
Befundänderung. Es zeigten sich in der T2-Sequenz hyperintense 
Demyelinisierungsherde vor allem rechtshemisphärisch, aber auch in der linken 
Hemisphäre. Akut entzündliche Veränderungen am Sehnerv konnten nicht sicher 
nachgewiesen werden. 
In eine Aufnahme des Myelons von 2011 zeigte sich außerdem eine fragliche 
Hyperintensität dorsal von C1, die sich in der folgenden Zeit vergrößerte. 2014 war 
eine diffuse Signalanhebung von HWK 1 bis HWK 6 erkennbar. Im MRT des Schädels 
wurde Ende 2014 neben den bekannten T2-hyperintensen Läsionen eine neue FLAIR-
hyperintense Läsion links parietal ventrikelnah in einer Größe von ungefähr 3mm 
nachgewiesen. Eine Diffusionsrestriktion und ein pathologisches 
Kontrastmittelenhancement wurden nicht nachgewiesen. Der N. Opticus zeigte einen 
Kontrastverlust als möglichen Hinweis auf entzündlichen Veränderungen.  
Daraufhin wurde dem Patienten im Januar 2015 die erste Dosis von Alemtuzumab 
verabreicht.  In den folgenden 24 Monaten wurden jeweils drei Aufnahmen des 
Schädels und des Myelons erstellt.  Die bekannten cerebralen Läsionen sowie die Nn. 
Optici stellten sich dabei unverändert dar. Weder eine Diffusions- oder 
Schrankenstörung noch neue Läsionen wurden nachgewiesen. Die langstreckige 
Läsion im Myelon zeigte sich größenkonstant bis geringfügig größenregredient.  
5.9.3 Patient 03 
Dieser Patient bekam die erste Infusion von Alemtuzumab 2016. In den MRT-
Aufnahmen des Schädels und des Myelons, die zwei Wochen zuvor erstellt worden 
waren, zeigten sich in der FLAIR- und T2-Sequenz mehrere Dutzend Läsionen, 
vorwiegend periventrikulär, aber auch im Hirnstamm sowie in den beiden 
Kleinhirnstielen. Mindestens vier der cerebralen Läsionen nahmen Kontrastmittel auf. 
Diese kontrastmittelaufnehmenden Läsionen befanden sich linksfrontal, im Hirnstamm 
links, am linken Kleinhirnstiel sowie am Hinterhorn des linken Seitenventrikels.  Im 
Myelon wurden Signalanhebungen in Höhe HWK 2 und 3 sowie in Höhe HWK 4 bis 6, 
außerdem in Höhe BWK 10 und 11 nachgewiesen.  
Die MRT-Aufnahmen, welche Anfang des Jahres 2017 erstellt wurden, zeigten eine 
unveränderte Darstellung sowohl der craniellen als auch der spinalen Herde. Ein 
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pathologisches Kontrastmittelenhancement sowie neue Läsionen wurden nicht 
nachgewiesen.   
5.9.4 Patient 04 
Bei Patient 04 lagen Berichte zu MRT-Befunden ab 2008 vor. Dabei zeigten sich im 
Januar 2008 supratentoriell in beiden Hemisphären Marklagerläsionen mit 
periventrikulärer Betonung. Sie nahmen eine Einzelgröße von bis zu 7mm ein. Eine 
zehn Monate später erstellte Aufnahme zeigte einen unveränderten Befund im 
Vergleich zu Januar. Eine Diffusions- oder Schrankenstörung lag zu diesem Zeitpunkt 
nicht vor. Im Myelon wurde im gleichen Jahr ein ovulärer Herd auf Höhe HWK 4/5 mit 
flauer Kontrastmittelaufnahme nachgewiesen.  
2009 lag die Zahl der Läsionen bei ungefähr 12. Bis 2014 kam es zu einer Zunahme 
der Läsionen, sodass schließlich in der FLAIR-Sequenz und in der T2-Sequenz 
ungefähr 25 kleine Läsionen zu sehen waren. Neben supratentoriellen 
Marklagerläsionen waren auch kleine Herde im Balken abzugrenzen.  
Ende 2014 wurde mit der Alemtuzumab-Therapie begonnen. Die ein bzw. eineinhalb 
Jahre später aufgenommenen MRT-Bilder des Schädels zeigten eine unveränderte 
Darstellung der bekannten periventrikulären Herde sowie der im Balken gelegenen 
Läsionen. Neu aufgetretene Herde sowie eine Diffusions- oder Schrankenstörung 
wurden nicht nachgewiesen. Eine 2015 erstellte Aufnahme des Myelons zeigte eine 
T2-hyperintense Läsion auf Höhe HWK 5 ohne Kontrastmittelaufnahme.  
5.9.5 Patientin 05 
Zum Zeitpunkt der Diagnsosestellung 2010 zeigten sich im MRT des Schädels dieser 
Patientin signalreiche T2-hyperintense Läsionen im periventrikulären Marklager, im 
Balken sowie im oberen Zervikalmark, außerdem postentzündliche Veränderungen im 
N. opticus rechts, möglicherweise auch links. Bei fehlendem Nachweis einer 
Schrankenstörung ergab sich zu dieser Zeit kein Hinweis auf eine akute Läsion. Eine 
wenige Monate später erstellte Aufnahme zeigte im Vergleich hierzu keine 
Befundänderung.  
In einer Aufnahme, die im Sommer 2017 erstellt wurde, zeigten sich eine Vielzahl von 
Läsionen vor allem periventrikulär. Diesmal war auch eine diffuse 
Kontrastmittelaufnahme im Hirnstamm zu erkennen. Insgesamt ergaben sich bei 
dieser Aufnahme Hinweise auf große Läsionen mit Gewebsdestruktionen. Im Myelon 
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zeigten sich zu dieser Zeit Veränderungen auf Höhe von HWK 1 bis 2, HWK 5 bis 7 
und BWK 2 bis 4. Daraufhin wurde der erste Infusionszyklus von Alemtuzumab 
verabreicht. 
Bereits im Juli 2017 wurde aufgrund einer neuen Schubsymptomatik ein neues MRT 
angefertigt. Dieses zeigte ungefähr zwölf kleine kontrastmittelaufnehmende Läsionen.   
5.10 Einfluss von Alemtuzumab auf Ergebnisse der Neurophysiologie 
Die Zeitpunkte der neurophysiologischen Testungen bei den fünf Patienten in Relation 
zum Beginn des ersten Infusionszyklus sind in Abbildung 13 dargestellt. Der Einfluss 
von Alemtuzumab auf die neurophysiologischen Befunde konnte bei Patientin 05 nicht 
untersucht werden, da bei ihr im Beobachtungszeitraum keine Testung nach Beginn 
der Behandlung durchgeführt wurde. Die Entwicklung dieser Befunde ist im Folgenden 
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Abbildung 13: Zeitpunkte der neurophysiologischen Untersuchungen bei den fünf Patienten in 
Relation zum Beginn des ersten Infusionszyklus. Als Baseline-Werte sind die Testungen 
angegeben, welche bei drei Patienten innerhalb weniger Wochen vor Beginn der Therapie 
durchgeführt wurden. Die beiden gepunkteten Linien an Tag 372 und 478 umfassen den 
Zeitraum, in welchem der zweite Behandlungszyklus begann. 
5.10.1 Patient 01 
Bei Patient 01 konnten die Ergebnisse der Neurophysiologie nicht mit 
Ursprungswerten verglichen werden, da vor dem ersten Infusionszyklus keine Testung 
erfolgt war. Im Folgenden ist deshalb die Entwicklung nach Beginn der Therapie 
beschrieben. Im Beobachtungszeitraum wurden bei diesem Patienten insgesamt vier 
neurophysiologische Untersuchungen durchgeführt. Dabei erfolgte jedes Mal eine 
transkranielle Magnetstimulation, wobei sowohl nach kortikaler als auch nach 


































wurzelnaher lumbaler Stimulation regelrechte Reizantworten gemessen wurden. Auch 
die F-Welle war bei allen vier Testungen beidseits und ohne signifikante 
Seitendifferenz reproduzierbar. Hinsichtlich der visuell evozierten Potentiale bei 
Stimulation mittels kontrastalternierenden Schachbrettmusters ergab sich bei allen vier 
Testungen dieses Patienten ein Normalbefund. Die P100-Latenz mit einem 
Normbereich bis zu 120 ms, schwankte insgesamt zwischen 104 ms und 110 ms. Die 
neurophysiologischen Untersuchungen ergaben bei diesem Patienten also im 
gesamten Beobachtungszeitraum nach Beginn der Alemtuzumabtherapie einen 
Normalbefund.  
5.10.2 Patient 02 
Bei Patient 02 wurden drei Testungen nach Beginn der Therapie durchgeführt. 
Ursprungswerte lagen auch hier nicht vor. Die Messung der Antwort auf visuelle Reize 
erfolgte bei diesem Patienten nur zu einem Zeitpunkt mittels einer Blitzbrille. Ein visuell 
evoziertes Potential war links nicht ableitbar und rechts mit einer pathologisch 
verzögerten P100-Latenz, sodass die Befunde zu einer beidseitigen abgelaufenen 
Optikusläsion passen. Bei der transkraniellen Magnetstimulation war die F-Welle zu 
allen drei Zeitpunkten ohne signifikante Seitendifferenz reproduzierbar. Jedoch 
ergaben sich Hinweise auf eine beidseitige Pyramidenbahnläsion aufgrund auffälliger 
Latenzverzögerung beziehungsweise fehlender Reizantwort über den Mm. tibiales 
anteriores nach kortikaler Stimulation.  
5.10.3 Patient 03 
Patient 03 wurde ungefähr zwei Wochen vor Beginn der Alemtuzumabtherapie 
hinsichtlich neurophysiologischer Parameter getestet. Die visuelle Reizung erfolgte 
dabei mittels kontrastalternierenden Schachbrettmusters, wobei sich Hinweise auf 
eine beidseitig abgelaufene Optikusläsion aufgrund einer pathologisch verzögerten 
P100-Latenz von 135 ms beidseits bei ausreichendem Visus ergaben. Nach 
transkranieller Magnetstimulation war die F-Welle beidseits ohne signifikante 
Seitendifferenz reproduzierbar, aber die Reizantwort nach kortikaler Stimulation fehlte 
sowohl links als auch rechts, sodass die Befunde zu einer beidseitigen 
Pyramidenbahnschädigung passten. 
Bei den beiden Testungen, die nach Beginn der Alemtuzumabtherapie durchgeführt 
wurden, kam es zu keiner wesentlichen Befundänderung hinsichtlich des visuell 
evozierten Potentials. Die P100-Latenz lag rechts bei 136 ms beziehungsweise 131 
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ms und links beide Male bei 129 ms. Allerdings kam es nach dem ersten Zyklus der 
Alemtuzumab-Applikation zu einer Änderung der Befunde der transkraniellen 
Magnetstimulation. 199 Tage nach Beginn des ersten Infusionszyklus fehlte die 
kortikale Reizantwort zwar weiterhin bei Ableitung über dem linken M. tibialis anterior, 
während sie aber über dem rechten M. tibialis anterior nun regelrecht abgeleitet 
werden konnte. Diese Ergebnisse deuteten auf eine Läsion der Pyramidenbahn 
lediglich auf der Seite zum linken Bein hin. Die Befunde verbesserten sich nochmal bis 
zur Testung an Tag 372 nach Beginn der Alemtuzumab-Therapie. Die Reizantwort 
über dem rechten M. tibialis anterior war nach kortikaler Stimulation erneut regelrecht 
ableitbar. Außerdem war dieses Mal eine kortikale Reizantwort mit Verzögerung auch 
über dem linken M. tibialis anterior ableitbar.  
5.10.4 Patient 04 
Patient 04 wurde ebenfalls wenige Wochen vor dem ersten Infusionszyklus 
neurophysiologisch untersucht. Ein visueller Reiz wurde auch hier mittels 
kontrastalternierenden Schachbrettmusters gesetzt. Dabei ergab sich passend zu 
einer abgelaufenen Optikusläsion auf der rechten Seite eine geringfügig vergrößerte 
P100-Latenz mit 121 ms. Auf der linken Seite war die P100-Latenz mit 113 ms 
unauffällig. Die Reizantworten auf kortikale Magnetstimulation waren beidseits 
regelrecht.  
Nach Beginn der Alemtuzumabtherapie folgten bei diesem Patienten drei weitere 
neurophysiologische Untersuchungen, wobei sich zu all diesen Messzeitpunkten ein 
Normalbefund in der transkraniellen Magnetstimulation ergab. Beim visuell evozierten 
Potential wurden an Tag 367 und Tag 570 normale P100-Latenzen gemessen, jedoch 
war diese bei der dritten Untersuchung rechts mit 137 ms wieder deutlich vergrößert 
und stellte somit einen Hinweis auf eine neue Läsion der Sehbahn dar. Außerdem kam 
es im Beobachtungszeitraum im Vergleich zum Ursprungswert zu einer zunehmenden 
Visusminderung auf der rechten Seite auf bis zu 0,3.  
6 Diskussion 
6.1 Depletion 
6.1.1 Aktionsmechanismen der Depletion 
Alemtuzumab wirkt als Antikörper gegen das Oberflächenmolekül CD52. Dabei 
handelt es sich um ein Glykosylphosphatidylinositol gebundenes Glykoprotein (Xia et 
al. 1993). Es wird unter anderem auf B- und T-Lymphozyten sowie auf Monozyten und 
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dendritischen Zellen exprimiert (Rao et al. 2012).  Für die kurzfristigen Effekte von 
Alemtuzumab wird unter anderem die nahezu komplette Depletion von T-Lymphozyten 
(Zhang et al. 2013) und B-Lymphozyten (Thompson et al. 2010) verantwortlich 
gemacht, die hier bei exemplarischer Untersuchung einer Blutprobe von Patient 01 
wenige Tage nach intravenöser Applikation von Alemtuzumab nachgewiesen wurde. 
Die genauen Mechanismen der alemtuzumabinduzierten Zelldepletion sind noch nicht 
vollständig geklärt. In Diskussion stehen unter anderem eine komplementabhängige 
Zytolyse, eine antikörperabhängige zelluläre Toxizität und eine direkte Zytotoxizität. In 
einer in vitro Studie, in welcher der Einfluss von Alemtuzumab auf entartete Zellen bei 
chronisch lymphatischer Leukämie untersucht wurde, zeigte sich nur ein kleiner 
Einfluss einer direkten Zytotoxizität, jedoch eine signifikante Depletion der Zellen in 
Anwesenheit von menschlichem Serum, was den Mechanismus der 
komplementabhängigen Zytolyse in den Vordergrund stellte (Zent et al. 2008). 
Allerdings war in einem Experiment, bei dem transgene Mäuse mit Expression von 
humanem CD52 mit Alemtuzumab behandelt wurden, die Depletion zwar abhängig 
von der Anwesenheit neutrophiler Granulozyten und NK-Zellen, nicht aber von einer 
Funktionsfähigkeit der Komplementfaktoren. Dieses Ergebnis deutet auf einen 
größeren Einfluss der antikörperabhängigen zellulären Zytotoxizität in vivo hin  (Hu et 
al. 2009). Aber auch eine Induktion der Apoptose und ein Zelltod durch 
Quervernetzung  CD52-haltiger sogenannter Lipid Rafts könnte die depletierende 
Eigenschaft von Alemtuzumab vermitteln (Mone et al. 2006). Welcher der genannten 
Mechanismen bei der Depletion von Lymphozyten im Menschen die größte Bedeutung 
hat, ist noch nicht geklärt. Dabei besteht auch die Möglichkeit, dass die Depletion 
verschiedener Zellarten auf unterschiedliche Weise erfolgt. Bei einer in vitro 
Behandlung von Zellen gesunder Freiwilliger zeigte sich beispielsweise, dass die 
Elimination von CD4+ T-Lymphozyten vorwiegend komplementabhängig erflogt, 
während bei den CD8+ T-Lymphozyten der komplementunabhängige Zelltod von 
größerer Bedeutung ist (Lowenstein et al. 2006). 
6.1.2 Mögliche Korrelation zwischen CD52-Expression und Ausmaß der Depletion 
Wenige Tage nach Beginn der Therapie kam es bei Patient 01 zu einer starken 
Veränderung der Zellfraktionen im Lymphozytenpool. Der Anteil der T- und B-
Lymphozyten war deutlich geschrumpft, während die NK-Zellen die deutliche Mehrheit 
im Lymphozytenpool einnahmen. Eine ähnliche Veränderung in der Verteilung von 
Zellspezifitäten im Lymphozytenpool wurde auch in einem Modell mit transgenen 
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Mäusen, welche humanes CD52 exprimierten, gefunden. Dort kam es durch 
Alemtuzumab bei einer Dosierung von 1mg/kg Körpergewicht zu einer nahezu 
kompletten Depletion von B- und T-Lymphozyten im Blut, während reife NK-Zellen 
nicht so sehr beeinträchtigt waren (Hu et al. 2009).  
Für die Veränderung der Zellanteile könnte unter anderem eine unterschiedliche 
CD52-Expression verantwortlich sein, die für die Anfälligkeit gegenüber einer 
alemtuzumabinduzierten Depletion wesentlich ist. Denn die CD4+ T-Lymphozyten, 
deren CD52-Expression diejenige der CD8+ T-Lymphozyten bei weitem übertrifft 
(Lowenstein et al. 2006), waren in ihrem Anteil stärker reduziert, obwohl sie mit einem 
Normbereich von 55% bis 83% vorher die größte Zellfraktion darstellten. Des Weiteren 
wurden die B-Lymphozyten, welche eine hohe CD52-Expression aufweisen (Klabusay 
et al. 2007; Rao et al. 2012), durch Alemtuzumab sowohl in ihrer absoluten Zahl als 
auch in ihrem Anteil deutlich reduziert.  Dagegen stellten die NK-Zellen, welche die 
geringste CD52-Expression unter den lymphatischen PBMCs aufweisen (Rao et al. 
2012), an Tag 7 nach Beginn der Alemtuzumabtherapie mit 94% die überwiegende 
Mehrheit der Lymphozyten dar, auch wenn sie in ihrer absoluten Anzahl ebenfalls 
reduziert waren. Eine gewisse Korrelation zwischen der Expression von CD52 und 
dem Ausmaß der alemtuzumabinduzierten Zelldepletion wurde schon öfter 
festgestellt. Lowenstein et al. beispielsweise wiesen diese für CD4+/CD25+ T-
Lymphozyten, CD4+/CD25- T-Lymphozyten und CD8+ T-Lymphozyten in vitro nach 
(Lowenstein et al. 2006), aber auch für B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen und 
plasmozytotische dendritische Zellen besteht eine solche Korrelation (Rao et al. 2012).  
6.1.3 Geringere Beeinträchtigung von Zellen des angeborenen Immunsystems 
Trotz nahezu vollständiger Depletion der Lymphozyten im peripheren Blut, die sich bei 
MS-Patienten durch die Alemtuzumab-Therapie innerhalb weniger Tage entwickelt, 
blieb die Zahl an Infektionen in großen Studien mit einer Beobachtungszeit von 
mehreren Jahren deutlich geringer als erwartet (Coles et al. 2012b) , was auf eine 
weiterhin bestehende Funktionalität des Immunsystems hindeutet. Dafür könnte eine 
zumindest teilweise Resistenz des angeborenen Immunsystems gegenüber der 
Depletion verantwortlich sein. In einem Maus-Modell zeigte sich beispielsweise ein nur 
geringer Einfluss von Alemtuzumab auf die Zellen des angeborenen Immunsystems 
(Turner et al. 2013). Neutrophile können zwar auch in ihrer Zahl reduziert werden, eine 
Neutropenie wurde dann aber meist nur als mild eingestuft (Baker et al. 2017).  
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Bei der Untersuchung des Differentialblutbildes der fünf Patienten dieser Studie fiel 
tatsächlich auf, dass die Lymphozyten stärker durch Alemtuzumab depletiert wurden 
und in der Folge am längsten in ihrer Zahl reduziert blieben, während die Zellen des 
angeborenen Immunsystems nicht in gleichem Ausmaß beeinträchtigt schienen. Doch 
auch innerhalb des Zellrepertoires des angeborenen Immunsystems ergaben sich 
Unterschiede. Denn Monozyten und eosinophile Granulozyten waren zunächst in ihrer 
Anzahl reduziert, während die Zahl der neutrophilen Granulozyten in den ersten Tagen 
nach Beginn der Therapie sogar deutlich erhöht war.  
Die variierende Suszeptibilität gegenüber einer alemtuzumabinduzierten Depletion 
könnte auch innerhalb des angeborenen Immunsystems zum Teil durch 
unterschiedliche CD52-Expression erklärt werden, denn eosinophile Granulozyten 
beispielsweise zeigen eine signifikante und homogene CD52-Expression auf ihrer 
Oberfläche, während neutrophile Granulozyten dieses Molekül nicht exprimieren 
(Elsner et al. 1996) und somit möglicherweise eine natürliche Resistenz gegenüber 
Alemtuzumab aufweisen. Dass die Neutrophilen in ihrer Anzahl nicht auf gleichem 
Niveau blieben, sondern sich sogar deutlich vermehrten, muss nicht unbedingt durch 
Alemtuzumab bedingt sind, sondern ist möglicherweise auf die gleichzeitige 
Applikation von Glukokortikoiden zurückzuführen, die der Reduktion von 
infusionsassoziierten Nebenwirkungen diente.   Die Monozyten, deren Anzahl sich 
infolge der Behandlung verkleinerte, weisen eine hohe CD52-Expression (Rao et al. 
2012) auf. Ihre Depletion erfolgte allerdings nicht in gleichem Ausmaß wie die der 
Lymphozyten. Der Grund dafür könnte in einer höheren Expression an 
komplementbindenden Proteinen zu finden sein, welche vor der 
komplementabhängigen Zytolyse schützen (Rao et al. 2012) und somit manchen 
Monozyten trotz CD52-Expression eine Überleben ermöglichen. Als weiterer Grund für 
die relativ geringe Beeinträchtigung der Monozyten durch Alemtuzumab wird auch eine 
vergleichsweise schnelle Rekonstruktion diskutiert, denn bei Patienten mit 
rheumatoider Arthritis zeigte sich nach Alemtuzumab zunächst eine komplette 
Depletion der Monozyten, aber eine komplette Erholung ihrer Anzahl schon nach 60 
Tagen (Brett et al. 1996). Jedoch konnten bei unserem Patienten auch keine 
basophilen Granulozyten nachgewiesen werden, obwohl diese nur geringe Mengen 
an CD52 exprimieren und deswegen nicht allzu anfällig für eine Depletion sein dürften. 
Da Basophile jedoch von Natur aus nur in geringen Konzentrationen im peripheren 
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Blut zu finden sind, könnte der fehlende Nachweis auch in einer lediglich geringen 
Abweichung ihrer Anzahl nach unten begründet sein.  
6.1.4 Geringere Depletion in lymphatischen Organen 
Wie bereits erwähnt, war die Infektionsrate bei MS-Patienten nach der Therapie mit 
Alemtuzumab trotz der nahezu kompletten Depletion von Lymphozyten im Blut nicht 
so hoch wie erwartet. Neben einer gewissen Resistenz der angeborenen 
Immunabwehr könnte hierfür auch von Bedeutung sein, dass die Konzentration der 
Lymphozyten im Blut nicht unbedingt den Zustand im gesamten Organismus 
widerspiegelt und möglicherweise Lymphozyten in anderen Geweben bestehen 
bleiben. In transgenen Mäusen, welche humanes CD52 exprimieren, beispielsweise 
wurden nach der Applikation von Alemtuzumab Lymphozyten in den lymphatischen 
Organen noch in signifikantem Ausmaß nachgewiesen, während sie im peripheren 
Blut nahezu komplett depletiert waren (Turner et al. 2013). Dass ein Überleben von 
Lymphozyten außerhalb der Blutbahn auch beim Menschen möglich ist, zeigt das 
Ergebnis einer Untersuchung der Synovia von zwei Patienten mit rheumatoider 
Arthritis (RA), die nach einer Alemtuzumab-Behandlung eine Synovialitis entwickelten. 
Hier wurden T-Lymphozyten in signifikantem Ausmaß nachgewiesen, obwohl sie zu 
diesem Zeitpunkt im peripheren Blut nahezu komplett depletiert waren (Ruderman et 
al. 1995). Das Ausbleiben der Depletion außerhalb der Blutbahn könnte einerseits 
durch eine reduzierte Penetranz und somit geringere Wirkung von Alemtuzumab an 
dieser Stelle erklärt werden, oder dadurch, dass Mechanismen, welche die Wirkung 
von Alemtuzumab vermitteln, in diesen Organen nicht greifen (Hu et al. 2009). Aber 
auch eine abweichende Expression von CD52 von Zellen außerhalb der Blutbahn 
könnte von Bedeutung sein, wie es beispielsweise für dendritische Zellen 
nachgewiesen wurde (Buggins et al. 2002).  
6.2 Rekonstruktion der B- und T-Lymphozyten 
Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, entfaltet die alemtuzumabinduzierte Depletion 
ihr größtes Ausmaß unter den B- und T-Lymphozyten des peripheren Blutes, während 
Zellen des angeborenen Immunsystems sowie Zellen der lymphatischen Organe 
weniger beeinträchtigt scheinen. Hämatopoetische Stammzellen bleiben durch 
Alemtuzumab unbeeinträchtigt (Gilleece and Dexter 1993) und ermöglichen somit eine 
Rekonstruktion der depletierten B- und T-Lymphozyten, wobei die Rekonstruktion im 
zeitlichen Verlauf bei den Zellspezifitäten variiert. Durch die unterschiedlichen 
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Rekonstruktionsmuster kommt es zu langfristigen Veränderungen im 
Lymphozytenpool, welche für die länger andauernde Unterdrückung der 
Krankheitsaktivität verantwortlich sein könnten. Diese werden im Folgenden genauer 
erläutert.  
6.2.1 Rekonstruktion der B-Lymphozyten 
Auch wenn an Tag 7 bei Patient 01 keine B-Zellen nachweisbar waren, erreichte die 
mediane Anzahl der B-Zellen im Zeitraum Tag 70 bis 110 bereits wieder 60% des 
geschätzten Ursprungswerts. In der folgenden Zeit erhöhte sie sich weiter und ein Jahr 
nach der Depletion war die geschätzte ursprüngliche mediane Anzahl von 278 pro 
Mikroliter sogar überschritten (Abbildung 6). Eine schnelle Erholung der B-Zellzahl 
wurde auch in einer größeren Studie festgestellt, wo die B-Zellzahl allerdings schon 
nach drei Monaten wieder den Ursprungwert erreichte und zwölf Monate nach der 
Depletion sogar auf 165% erhöht war (Thompson et al. 2010). Auch bei RA-Patienten 
erholten sich die B-Lymphozyten nach Alemtuzumab zwar langsamer als NK-Zellen 
und Monozyten, jedoch schneller als die T-Lymphozyten. Hier erreichten sie ihren 
Ursprungswert innerhalb von 150 Tagen (Brett et al. 1996). Thompson et al. wiesen 
auch eine Veränderung innerhalb des B-Lymphozytenpools nach. Die unreifen naiven 
B-Zellen mit einem CD19+/CD123-/CD127- Phänotyp dominierten dabei einen Monat 
nach der Depletion, auch wenn ihre absolute Zahl in dieser Zeit im Vergleich zum 
Ursprungswert nicht signifikant verändert war. Ab Monat 3 dominierten dann die reifen 
naiven B-Lymphozyten (CD19+/CD123+/CD127-) den B-Zellpool. Für ihren Anstieg 
könnte auch eine Erhöhung des aktivierenden Faktors für B-Zellen (BAFF) von 
Bedeutung sein. Die Rekonstruktion der B-Gedächtniszellen 
(CD19+/CD123+/CD127+) dagegen dauerte länger. Deren absolute Anzahl erreichte 
auch zwölf Monate nach der Depletion nur 25% ihres Ursprungswertes (Thompson et 
al. 2010).  
Die Entwicklung der B-Zellen wurde in dieser Arbeit auch im Jahr nach der zweiten 
Infusionsfolge verfolgt. In dieser Zeit erhöhte sich die mediane B-Zellzahl erneut. Wie 
sich die B-Zellzahl in den folgenden Jahren veränderte, wurde hier nicht untersucht, 
laut einer Studie bei RA-Patienten allerdings scheint sie sich im Lauf von mehreren 
Jahren wieder zu normalisieren. Dort ergaben sich nämlich zwölf Jahre nach 
Alemtuzumab altersbezogen normale Werte sowohl für die Gesamtzahl der B-
Lymphozyten als auch für die Anzahl der naiven und der Gedächtnis-B-Zellen. 
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Lediglich die CD5+ B-Zellen blieben bis zu diesem Zeitpunkt signifikant reduziert 
(Anderson et al. 2012).  
6.2.2 Rekonstruktion der T-Lymphozyten 
Die T-Zellen brauchten deutlich länger als die B-Zellen für ihre Rekonstruktion. Diese 
im Vergleich zu den B-Zellen deutlich verzögerte Rekonstruktion, welche auch bei MS-
Patienten bereits bekannt ist (Zhang et al. 2013), könnte u.a. dadurch beeinflusst sein, 
dass Thymozyten, welche für die Rekonstruktion der T-Lymphozyten verantwortlich 
sind, durch Alemtuzumab mehr beeinträchtigt werden, als Vorläuferzellen der B-
Lymphozyten im Knochenmark (Hu et al. 2009). Bei Betrachtung der Subgruppen fiel 
auf, dass sich die CD8+ T-Lymphozyten in ihrer Anzahl schneller dem Normwert 
annäherten als die CD4+ T-Lymphozyten, welche unter den Lymphozyten also am 
längsten reduziert blieben. Die Rekonstruktion dieser beiden Unterarten wird hier 
getrennt genauer betrachtet.  
6.2.2.1 CD8+ T-Lymphozyten 
Die CD8+ T-Lymphozyten erreichten in ihrer medianen Anzahl im Zeitraum Tag 70 bis 
110 ca. 39% ihres geschätzten Ursprungswertes. Ein Jahr nach der ersten Applikation 
hat diese den geschätzten Ausganswert geringfügig überschritten. Bei Patienten der 
CARE-MS II Studie war die absolute Anzahl der CD8+ T-Lymphozyten über 12 Monate 
hinweg reduziert, während ihr Anteil unter den Lymphozyten bereits nach 3 Monaten 
wieder normale Werte annahm (Zhang et al. 2013). Auch bei RA-Patienten stieg die 
Zahl der CD8+ T-Lymphozyten schneller an als die der CD4+ T-Lymphozyten. Dort 
erreichte sie innerhalb von 30 Tagen 25%  und innerhalb von 66 Tagen 50% ihres 
Ursprungswertes, zeigte dann aber keinen weiteren Anstieg bis zu Tag 500 (Brett et 
al. 1996). Bei anderen Patienten mit RA wurde auch die langfristige Wirkung von 
Alemtuzumab auf die Zahl der CD8+ T-Lymphozyten untersucht. Dabei ergab sich 12 
Jahre nach der Therapie ein altersentsprechender Normwert, allerdings bei einer 
veränderten Verteilung von Subgruppen mit reduzierter Zahl an naiven und zentralen 
Gedächtniszellen neben normalen Zahlen für Effektor Gedächtniszellen (Anderson et 
al. 2012).   
6.2.2.2 CD4+ T-Lymphozyten 
Die Depletion der CD4+ T-Lymphozyten war am auffälligsten im Gesamtpool der 
Lymphozyten. Eine verzögerte Rekonstruktion der CD4+ T- Lymphozyten wurde 
bereits in einigen anderen Studien festgestellt. Bei Patienten der CARE-MS II Studie 
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blieb die absolute Anzahl der CD4+ T-Lymphozyten über 12 Monate hinweg signifikant 
reduziert (Zhang et al. 2013). Außerdem zeigten langfristige Beobachtungen des 
Immunzellrepertoires von Patienten mit chronisch progredienter MS auf, dass die 
mediane Rekonstruktionszeit der CD4+ T-Lymphozyten nach Alemtuzumab 35 
Monate betrug und im Zeitraum von 12 Jahren nur 21% der Patienten in ihrer CD4+ 
Zellzahl wieder den Ursprungswert erreichten (Hill-Cawthorne et al. 2012). 
Das Zurückbleiben der CD4+ T-Lymphozyten in der Rekonstruktion nach 
Alemtuzumab scheint dabei nicht spezifisch für die MS zu sein, denn auch bei RA-
Patienten waren mehrere Jahre nach der Applikation von Alemtuzumab die CD4+ T-
Lymphozyten noch reduziert, während die Anzahl der CD8+ T-Lymphozyten und der 
B-Lymphozyten wieder im Normbereich lag (Anderson et al. 2012) und auch bei 
Patienten mit Nierentransplantation kam es nach Alemtuzumab zu einer Reduktion des 
CD4/CD8-Quotienten (Macedo et al. 2012). Dennoch scheint die lang andauernde 
Reduktion dieser Zellart für die Unterdrückung der Krankheitsaktivität bei MS 
maßgeblich zu sein. Genau sie werden nämlich als am bedeutsamsten in der 
Pathogenese der MS angesehen (Sawcer et al. 2011). Außerdem gibt es Hinweise 
darauf, dass eine schnellere Rekonstruktion der CD4+ T-Lymphozyten mit einem 
schlechteren Therapieerfolg hinsichtlich klinischer und radiologischer Parameter 
einhergeht (Cossburn et al. 2013).  
Die immunologische Rekonstruktion der CD4+ T-Lymphozyten ist gekennzeichnet 
durch eine geänderte Verteilung von Untergruppen des CD4+ Zellpools. Neben einer 
relativen Erhöhung der TH2-Zellen kommt es zu relativen Abnahme der TH17- und 
TH1-Zellen (Zhang et al. 2013) und damit einhergehend zu  Veränderungen im 
Zytokinprofil. Das vorwiegend durch TH2-Zellen produzierte IL-4 steigt an, während 
die Konzentrationen der durch TH17-Zellen produzierten Zytokine IL-17A, IL-17F, IL-
21 und IL-22 sowie des durch TH1-Zellen produzierten IFN-γ sinken (Zhang et al. 
2013).  
Auffällig während der Repopulation der CD4+ T-Lymphozyten war auch eine 
Verschiebung der Subtypen zugunsten von Gedächtniszellen (Zhang et al. 2013). In 
den Vordergrund trat dabei eine relative Zunahme von Zellen mit regulatorischem 
Phänotyp, wobei die Möglichkeiten einer bevorzugten Expansion oder einer gewissen 
Resistenz dieser Zellart gegenüber der Depletion diskutiert werden. Beispielsweise 
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wurde bei MS-Patienten einen Monat nach der Depletion ein Höchstwert des Anteils 
an CD4+CD25+CD127low regulatorischen Zellen festgestellt (Zhang et al. 2013), wobei 
CD4+ T-Lymphozyten mit CD25-Expression eine regulatorische Funktion 
zugesprochen wird (Sakaguchi et al. 2011). Außerdem war bei MS-Patienten der Anteil 
an CD4+CD25high T-Zellen über sechs Monate nach der Therapie signifikant erhöht 
(Cox et al. 2005). Die Tatsache, dass die CD4+CD25+CD127low regulatorischen Zellen 
an Tag 7 nahezu komplett depletiert waren und auch die CD4+CD25high Zellen in vitro 
durch Alemtuzumab zerstört wurden, legt die Theorie einer bevorzugten Expansion 
der regulatorischen T-Lymphozyten nahe. Im Gegensatz dazu zeigte sich in einem 
Modell mit transgenen Mäusen, dass die T-Lymphozyten mit einem 
CD4+CD25+FoxP3+ Phänotyp 72 Stunden nach der Applikation von Alemtuzumab 
noch zu einem höherem Prozentsatz im Blut vorhanden waren als CD4+ T-
Lymphozyten gesamt (Hu et al. 2009), was wiederum auf eine geringere Suszeptibilität 
gegenüber der Depletion hindeutet.  
Ein Anstieg des Anteils der Zellen mit regulatorischem Phänotyp könnte für die 
langfristige Reduktion der Krankheitsaktivität von großer Bedeutung sein, da diese die 
Möglichkeit haben, autoreaktive Mechanismen zu unterdrücken (Sakaguchi et al. 
2011). Dass die verbleibenden Lymphozyten auch funktionelle Charakteristika von 
regulatorischen Zellen haben, wurde in vitro gezeigt. Dort zeigten sie sowohl eine 
geringere Proliferation nach einer Stimulation mit allogenen dendritischen Zellen, als 
auch eine Suppression der Reaktivität  von autologen T-Lymphozyten (Havari et al. 
2014).  
6.3 Einfluss von Alemtuzumab auf die zelluläre Reaktivität 
Als Messwert für die zelluläre Reaktivität wurde in dieser Studie die Zahl der IFN-γ 
sezernierenden Zellen gewählt, da IFN-γ hauptsächlich durch TH1-Zellen produziert 
wird und diese von entscheidender Bedeutung in der Pathogenese der EAE und der 
MS zu sein scheinen (Riedhammer and Weissert 2015). Denn TH1-Zellen scheinen 
auch unabhängig von TH17-Zellen pathogen zu wirken und werden für die Initiierung 
der Entzündungsreaktion verantwortlich gemacht (O'Connor et al. 2008). Ein weiterer 
Hinweis für eine pathogene Funktion der TH1-Zellen ergab sich aus den 
Erkenntnissen, dass eine Behandlung mit IFN-γ zur Exazerbation der Erkrankung führt 
(Panitch et al. 1987). Nach der Behandlung mit Alemtuzumab zeigte sich ein Rückgang 
der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Peptide, wobei 
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Signifikanztests aufgrund der kleinen Datenmenge nicht zu jedem einzelnen Peptid 
durchgeführt wurden. Dennoch war in den Abbildungen ein Rückgang der Zahl IFN-γ 
sezernierender Zahlen zu erkennen. Dieser blieb auch bestehen, als die Zahl der IFN-
γ sezernierenden Zellen in Relation zu den anwesenden CD4+ T-Lymphozyten 
dargestellt wurde.  Er lässt sich also nicht allein durch den Rückgang des Anteils der 
CD4+ T-Lymphozyten erklären, sondern könnte auch auf mögliche funktionelle 
Veränderungen der Zellen durch Alemtuzumab hindeuten. Hinweise auf eine 
gesunkene zelluläre Reaktivität nach Alemtuzumab liefert auch das Ergebnis einer 
Untersuchung der T-Lymphozyten von RA-Patienten, welche mit Alemtuzumab 
behandelt worden waren, denn hier wurde eine zumindest vorübergehend reduzierte 
Proliferation während einer Stimulation mit Anti-CD3 festgestellt (Brett et al. 1996). 
Dass die Zellen durch Alemtuzumab grundsätzlich in ihrer Aktivität beeinträchtigt sind, 
ist hier jedoch keineswegs bewiesen und die Ergebnisse anderer Studien deuten eher 
auf eine gleichbleibende Funktionalität der Zellen hin. In einem Modell mit transgenen 
Mäusen wurde beispielsweise gezeigt, dass durch Alemtuzumab weder die 
zytolytische Aktivität von NK-Zellen ex vivo noch die Fähigkeit der Makrophagen zur 
Phagozytose in vivo noch die Antikörperproduktion der B-Lymphozyten auf ein T-
unabhängiges Antigen signifikant beeinträchtigt sind (Turner et al. 2013).  In der 
gleichen Studie ergaben sich auch Hinweise auf eine gleichbleibende Aktivität der T-
Lymphozyten. Denn im Gegensatz zu den Ergebnissen von Brett et al. zeigten die T-
Zellen hier bei Stimulation mit Anti-CD3 eine normale Proliferation und 
Zytokinproduktion (Turner et al. 2013). Des Weiteren war ihre primäre Reaktion nach 
einer Immunisierung mit dem Adenovirusvektor Ad2 nicht signifikant eingeschränkt 
(Turner et al. 2013). Die Antwort auf Neoantigene und bekannte Antigene wurde 
bereits auch in vivo untersucht. Dabei lag die Antikörperproduktion bei RA-Patienten 
12 Jahre nach einer Alemtuzumabtherapie in dem für die Altersklasse normalen 
Bereich. Demnach wären Impfungen bei alemtuzumabbehandelten Patienten sicher 
und würden trotz Lymphopenie Reaktionen induzieren, die über dem Mindestniveau 
für einen sicheren Schutz liegen (Anderson et al. 2012).  
Die gesunkene Zahl IFN-γ sezernierender Zellen, die in den ELISpot-Assays 
festgestellt wurde, könnte auch durch eine Verminderung des Anteils der IFN-γ 
sezernierenden TH1-Zellen im CD4+ T-Lymphozytenpool bedingt sein, welche bereits 
in MS-Patienten nachgewiesen wurde (Cox et al. 2005; Zhang et al. 2013).  Zhang et 
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al. zeigten auch, dass der Rückgang der TH1-Zellen mit einer reduzierten 
Konzentration von IFN-γ im Serum einherging (Zhang et al. 2013) und in einem Maus-
Modell wurde gezeigt, dass nach Alemtuzumab die IFN-γ Produktion pro TH1-Zelle 
durch Alemtuzumab nicht signifikant verändert wurde (Turner et al. 2013).  
6.4 Bedeutung der als Stimuli verwendeten Peptide 
Die zelluläre Reaktivität wurde in Anwesenheit unterschiedlicher Stimuli gemessen. 
Dabei waren die als Ligandompeptide bezeichneten Peptide 1 bis 11 Antigene, die aus 
dem Gehirn von MS-Patienten eluiert worden waren (Fissolo et al. 2009). Sie waren 
dort auf MHC-Molekülen präsentiert worden und stellen möglicherweise Antigene dar, 
auf die autoreaktive Zellen bei MS-Patienten sensibilisiert sind. Peptide 12 und 13 
wurden als Kontrollpeptide ausgewählt. Dabei handelt es sich um Peptide des 
Tetanustoxin und des JC-Virus. Die Ligandompeptide und ihre Sequenzen sind in 
Tabelle 6 aufgelistet, die Kontrollpeptide in Tabelle 7. 
Nummer Name /Ursprung des 
Peptids 
Sequenz HLA-Typ und Krankheit des 
Gehirnautopsiespenders / der 
Gehirnautopsiespender 
1 Survivin RAIEQLAMM DRB1*1501 (PPMS) 
2 Saures Gliafaserprotein 
(GFAP)389-400 
IRETSLDTKSVS DRB1*1501 (SPMS) 
3 Glutamatdehydrogenase KVYNEAGVTFT DRB1*1501 (SPMS) 
4 Glutaminsynthetase LNETGDEPFQYKN DRB1*1501 (SPMS), DRB1*0101 
(SPMS), DRB1*0301 (2 Patienten mit 
SPMS, ein anderer Patient mit MS) 
5 Neurofilament-3 
(Medium Polypeptid) 
IIEETKVEDEK DRB1*1501 (SPMS), DRB1*1301 
(SPMS) 
6 Alpha-Synuklein YEMPSEEGYQD DRB1*0101 (SPMS) 
7 Aktin WISKQEYDESGPSIVHRK DRB1*1501 (2 Patienten mit SPMS), 
DRB1*0101 (SPMS and ein anderer 
Patient mit MS), DRB1*0301 (2 
Patienten mit SPMS) 
8 MBP10-27 RHGSKYLATASTMDHARH DRB1*1501 (SPMS) 
9 MBP84-94 DENPVVHFFKN DRB1*1501 (SPMS) 
      DRB1*0401 (SPMS) 
10 MBP139-153 HKGFKGVDAQGTLS DRB1*1501 (SPMS) 
11 MBP95-110 IVTPRTPPPSQGKGRG DRB1*1501 (SPMS) 
Tabelle 6: Überblick über die getesteten Peptide, die aus dem Gehirn von MS-Patienten eluiert 
wurden, und ihre Sequenzen (Fissolo et al. 2009). 
Nummer Name /Ursprung des 
Peptids 
Sequenz Referenz 
12 Tetanustoxin (tt830-844) QYIKANSKFIGITEL (Panina-Bordignon et al. 1989) 
13 JC-Virus (VP1 34-48) VDSITEVECFLTPEM (Aly et al. 2011) 
Tabelle 7: Überblick über die verwendeten Kontrollpeptide. 
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Die in der Arbeit verwendeten Ligandompeptide stehen in der Diskussion, potenzielle 
Angriffsziele autoreaktiver T-Zellen bei MS-Patienten darzustellen. Im Zentrum der 
Forschung stand dabei lange das MBP (Sospedra and Martin 2005). MBP-spezifische 
T-Zellen wurden zwar auch bei nicht betroffenen Kontrollpersonen nachgewiesen 
(Riedhammer and Weissert 2015), doch die Zahl an MBP-spezifischen T-Zellen im 
Blut und Liquor ist bei MS-Patienten höher (Martin et al. 1992) und der Anteil der T-
Zellen, die in Anwesenheit von MBP mit einer IFN-γ-Synthese reagierten, war bei MS-
Patienten ebenfalls signifikant höher (Riedhammer and Weissert 2015). Welches 
Epitop des MBP dabei von autoreaktiven Zellen erkannt wird, ist bislang nicht eindeutig 
geklärt, möglicherweise sind auch in Abhängigkeit des HLA-Status unterschiedliche 
Sequenzabschnitte dafür verantwortlich (Muraro et al. 1997).  
In der vorliegenden Arbeit wurden vier Epitope des MBP als Ligandompeptide 
verwendet. Sie sind als Peptide 8 bis 11 aufgelistet: MBP(10-27), MBP(84-94), 
MBP(95-110) und MBP(139-153).  MBP(84-94), das als Peptid 9 eingesetzt wurde, 
entspricht in seiner Sequenz zum großen Teil dem Epitop MBP(85-99), das mithilfe 
eines monoklonalen Antikörpers in MS-Läsionen DR2-gebunden nachgewiesen wurde  
(Krogsgaard et al. 2000). Außerdem zeigen MBP(84-94) und MBP(95-110), welches 
als Peptid 11 untersucht wurde, Übereinstimmungen mit MBP(84-102) sowie MBP(87-
106), für die Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung in der Pathogenese der MS 
existieren.  Denn verschiedene Epitope des MBP(87-106), jeweils mit der 
Kernsequenz MBP(89-99), wurden im Kontext mit vier verschiedenen MS-assoziierten 
HLA-DR Molekülen erkannt (Martin et al. 1991) und auch MBP(84-102) bindet mit 
hoher Affinität an das DRB1*1501 Molekül des krankheitsassoziierten DR2 Haplotyps 
und scheint mit diesem einen immunogenen Komplex zu bilden (Wucherpfennig et al. 
1994). Transgene Mäuse, die positiv für HLA-DR1*1501 waren, entwickelten 
außerdem nach der Administration eines MBP(84-102)-spezifischen T-Zell-Klons 
spontan EAE mit neurologischen Symptomen, die dem Krankheitsverlauf der MS 
ähnelten (Madsen et al. 1999) und T-Zelllinien von MS-Patienten scheinen in 
größerem Ausmaß auf MBP(84-102) zu reagieren als diejenigen gesunder 
Kontrollpersonen (Ota et al. 1990). Auch die anderen beiden in der Arbeit verwendeten 
Epitope des MBP werden als potenzielle Autoantigene bei MS diskutiert. MBP(10-27) 
und MBP(139-153) überlappen mit den Epitopen MBP(13-32) beziehungsweise 
MBP(146-170). Für diese Epitope konnten signifikante Unterschiede in der Reaktivität 
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von T-Zelllinien von MS-Patienten und gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen 
werden (Bielekova et al. 2004).  
Hinsichtlich der Reaktivität der PBMC in Form der Zahl IFN-γ sezernierender Zellen in 
Anwesenheit dieser Peptide 8 bis 11 zeigte sich nach der Applikation von 
Alemtuzumab ein Trend nach unten, auch wenn Signifikanztests für einzelne Peptide 
nicht durchgeführt wurden. Die Ergebnisse geben somit weitere Hinweise darauf, dass 
eine Reaktivität der T-Zellen auf diese Peptide in der Pathogenese der MS von 
Bedeutung sein könnte und ein Rückgang der Reaktivität nach Applikation von 
Alemtuzumab mit verantwortlich sein könnte für die lang andauernden Therapieerfolge 
des Antikörpers.   
Auch die Reaktivität der PBMC der fünf Patienten in Anwesenheit von Neurofilament-
3, welches in der vorliegenden Arbeit als Peptid 5 eingesetzt wurde, schien durch 
Alemtuzumab reduziert zu werden. Dieser Mechanismus könnte möglicherweise 
ebenfalls für die Verminderung der Krankheitsaktivität durch Alemtuzumab bedeutsam 
sein. Antikörper gegen die Untereinheit Neurofilament light protein (NF-L) sind im 
Liquor (Silber et al. 2002) und Serum (Ehling et al. 2004) von MS-Patienten im 
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen erhöht. Ihre Konzentration scheint sogar mit 
dem Ausmaß der zerebralen Atrophie zu korrelieren (Eikelenboom et al. 2003). Auch 
die Ergebnisse eines Maus-Modells legen nahe, dass Autoimmunität gegen NF-L 
neurologische Symptomatik verursachen kann (Huizinga et al. 2007).  Daneben könnte 
auch eine Autoimmunität gegen Neurofilament medium protein (NF-M) von 
pathogenetischer Bedeutung sein, denn transgene Mäuse, die positiv für einen MOG-
spezifischen T-Zell-Rezeptor waren, entwickelten trotz Abwesenheit von MOG 
neurologische Symptomatik und die autoimmune Reaktion der transgenen T-Zellen 
war dabei gegen NF-M gerichtet (Krishnamoorthy et al. 2009).  
Auch für die übrigen Peptide, die in der Arbeit als Stimuli für die PBMC verwendet 
wurden, existieren Hinweise für eine Assoziation mit MS. Aktin gilt als Biomarker für 
neuronalen und axonalen Schaden (Bielekova and Martin 2004). GFAP ist wie NF-L 
im Liquor von MS-Patienten erhöht  (Malmeström et al. 2003), während bei Alpha-
Synuklein eher niedrige Spiegel im peripheren Gewebe Krankheitsaktivität anzeigen 
(Mejía et al. 2018). Survivin könnte als antiapoptotischer Faktor durch Behinderung 
der Eliminierung der pathogenen autoreaktiven Zellen mitverantwortlich sein für die 
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anhaltende Dauer des Entzündungsprozesses. Tatsächlich zeigten aktivierte T-
Lymphozyten von Patienten mit aktiver RRMS eine signifikant höhere Expression an 
Survivin als aktivierte T-Lymphozyten gesunder Kontrollpersonen (Sharief and Semra 
2001). Glutaminsynthetase und Glutamatdehydrogenase sind beide an der 
Metabolisierung des Neurotransmitters Glutamat beteiligt. Werner et al. fanden 
heraus, dass die beiden Enzyme in normaler weißer Substanz vorhanden sind, 
während sie in aktiven und auch chronischen MS-Läsionen keine Aktivität zeigen.  
(Werner et al. 2001). Aus ihrer fehlenden Aktivität resultiert eine gestörte 
Glutamathomeostase mit erhöhter Glutamatkonzentration, die laut den Ergebnissen 
eines Tiermodells der MS einen wichtigen Mechanismus in der autoimmun bedingten 
Demyelinisierung darstellt (Werner et al. 2000).  
Zusammenfassend lässt sich erkennen, dass die Reaktivität der PBMC bei Stimulation 
durch jedes der Ligandompeptide nach Applikation von Alemtuzumab reduziert zu 
werden scheint. Daneben zeigt auch ihre Reaktivität bei Stimulation durch die 
Kontrollpeptide Tetanustoxin (tt830-844) und JC-Virus (VP1 34-48) nach Applikation 
von Alemtuzumab einen Trend nach unten, sodass hier keine endgültigen 
Rückschlüsse auf die pathogenetische Bedeutung der Ligandompeptide gezogen 
werden können.  Die Reduktion der Reaktivität der PBMC in Anwesenheit der 
Ligandompeptide, für die einige Hinweise auf eine Assoziation mit der MS bestehen, 
könnte jedoch einen wichtigen Mechanismus für die langanhaltende Wirkung von 
Alemtuzumab darstellen.  
6.5 Veränderung der klinischen und radiologisch gemessenen Krankheitsaktivität 
durch Alemtuzumab und Verträglichkeit 
Nach Beginn der Behandlung mit Alemtuzumab bei den fünf Patienten zwischen 2014 
und 2017 blieb der klinische Zustand bei vier der Patienten stabil oder zeigte sogar 
eine Verbesserung. Nur Patientin 05 zeigte drei Wochen nach dem ersten 
Infusionszyklus erneute Schubsymptomatik, die mit Kortison behandelt werden 
musste. Die Behinderungsgrad blieb im Beobachtungszeitraum von 8 bis 40 Monaten 
stabil.  Die Einschätzung auf der EDSS, die vor der Behandlung zwischen 2 und 4,5 
Punkten lag, blieb in einem Fall auf dem gleichen Niveau bestehen und reduzierte sich 
bei den übrigen vier Patienten. Auch die radiologisch gemessene Krankheitsaktivität 
blieb bei den Patienten nach der Behandlung insgesamt stabil.   
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Bei den fünf Patienten dieser Studie wurden im Beobachtungszeitraum keine 
sekundären Autoimmunerkrankungen festgestellt. Der Beobachtungszeitraum der fünf 
Patienten dieser Studie variierte in seiner Dauer zwischen 8 und 40 Monaten, sodass 
ein Neuauftreten in der folgenden Zeit prinzipiell nicht ausgeschlossen werden kann.  
Die Pathomechanismen der sekundären Autoimmunität sind noch nicht vollständig 
geklärt. Möglich ist eine Zerstörung der Selbsttoleranz während der homeostatischen 
Proliferation von T-Lymphozyten, welche der Depletion durch Alemtuzumab 
entkommen sind. Im Gegensatz zur Thymopoiese entsteht bei der homeostatischen 
Proliferation ein T-Zell-Repertoire mit geringerer Komplexität, das chronisch aktivierte 
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten enthält (Jones et al. 2013). Aber auch B-
Lymphozyten, welche sich in der Abwesenheit von toleranzfördernden CD8+ T-
Lymphozyten entwickeln, könnten in der Entstehung von sekundären 
Autoimmunerkrankungen von Bedeutung sein (Kutzleben et al. 2017). Auch ein 
Einfluss von IL-21 an der Pathogenese der sekundären Autoimmunität wird diskutiert, 
da sich diese bei denjenigen Patienten entwickelte, welche einen höheren T-
Lymphozytenumsatz nach Alemtuzumab aufwiesen und dieser durch IL-21 vermittelt 
wird (Jones et al. 2009).  
Da ein beträchtlicher Anteil der Patienten nach Alemtuzumab eine sekundäre 
Autoimmunität entwickelt, glücklicherweise die Mehrheit jedoch davon verschont 
bleibt, gab es Bemühungen, weitere Einflussfaktoren zu identifizieren, um das 
individuelle Risiko der Patienten vor der Behandlung besser einschätzen zu können. 
Einen möglichen Hinweis könnte die IL-21-Konzentration im Serum vor Beginn der 
Behandlung liefern, denn bei den Patienten, die später eine Autoimmunität 
entwickelten, war diese vor Beginn der Therapie mehr als doppelt so hoch wie bei 
denjenigen Patienten, die später keine Autoimmunität entwickelten. Eine 
Konzentration oberhalb einer willkürlichen Grenze von 210pg/ml konnte eine 
Autoimmunität immerhin mit einem positiven prädiktiven Wert von 70% und einem 
negativen prädiktiven Wert von 62% vorhersagen (Jones et al. 2009). Des Weiteren 
scheint das Risiko für die Entwicklung einer sekundären Autoimmunität nach 
Alemtuzumab durch eine positive Familienanamnese für Autoimmunerkrankungen 
und eine positive Raucheranamnese erhöht zu sein (Cossburn et al. 2011).  
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6.6 Veränderung neurophysiologischer Parameter durch Alemtuzumab 
Der Einfluss von Alemtuzumab auf die kognitive Funktion war 2017 untersucht worden. 
Dabei ergaben sich Hinweise auf eine allgemein stabilisierende Wirkung des 
Antikörpers und eine Verbesserung der Geschwindigkeit zur Verarbeitung von 
Informationen (Riepl et al. 2017). In dieser Studie wurden nach Beginn der 
Alemtuzumab-Therapie bei vier der fünf Patienten insgesamt zwölf 
neurophysiologische Untersuchungen durchgeführt. Besonderes Augenmerk wurde 
auf die Veränderung des visuell evozierten Potentials und der Reizantwort auf 
transkranielle Magnetstimulation gelegt. Insgesamt deuten auch hier die Ergebnisse 
auf eine stabilisierende Wirkung hin, wobei aufgrund der kleinen Datenmenge auf eine 
statistische Auswertung verzichtet wurde. Stattdessen erfolgte eine Beschreibung der 
Entwicklung der Befunde bei jedem Patienten. Während sich bei Patient 01 zu allen 
Messzeitpunkten Normalbefunde ergaben, zeigten sich bei Patient 02 Hinweise auf 
eine abgelaufene Optikusläsion und Pyramidenbahnschädigung. Bei Patient 03 und 
04 erfolgten neurophysiologische Untersuchungen kurz vor Beginn der Alemtuzumab-
Therapie, welche zu Vergleichszwecken herangezogen wurden. Dabei war bei Patient 
03 nach Beginn der Behandlung eine Verbesserung zu erkennen, da die zuvor 
beidseitig vorliegende Pyramidenbahnläsion später auf eine Seite beschränkt war. Bei 
Patient 04 zeigte das visuell evozierte Potential rechts vor Beginn der Behandlung 
einen geringgradig pathologischen Befund. Nach einer vorübergehenden 
Stabilisierung während der ersten zwei Jahre nach Alemtuzumab kam es hier 
allerdings zu einer erneuten Verschlechterung, die mit einer Visusminderung 
einherging.  
6.7 Zusammenfassung 
Alemtuzumab als erst seit wenigen Jahren für die Behandlung der MS zugelassenes 
Medikament zeigt sich vielversprechend in der Reduktion der Krankheitsaktivität 
sowohl hinsichtlich klinischer als auch radiologischer oder neurophysiologischer 
Parameter. Seine Wirkung entfaltet der Antikörper vor allem über die Depletion von B- 
und T-Lymphozyten, welche sich in der darauffolgenden Zeit unterschiedlich schnell 
reorganisieren. Die genauen Mechanismen, über die Alemtuzumab die 
Krankheitsaktivität reduziert, sind allerdings noch nicht geklärt. In dieser Arbeit wurde 
sowohl die Veränderung des Immunzellrepertoires als auch die Veränderung der 
zellulären Reaktivität nach einer Alemtuzumab-Behandlung bei fünf Patienten mit 
schubförmig verlaufender MS untersucht, um weitere Informationen über die 
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Aktionsmechanismen des monoklonalen Antikörpers zu gewinnen. Während des 
Zeitraums der Probensammlung für die experimentellen Versuche erfolgte außerdem 
eine Beobachtung des klinischen Verlaufs, der radiologisch gemessenen 
Krankheitsaktivität sowie der Befunde der Neurophysiologie.  Als Stimuli für die 
isolierten PBMC wurden hier verschiedene Peptide verwendet, die aus dem Gehirn 
von verstorbenen MS-Patienten eluiert worden waren und für die einige Hinweise auf 
eine Assoziation mit der MS existieren. Eine Reduktion der Reaktivität in Form der Zahl 
IFN-γ sezernierender Zellen wurde in Anwesenheit jedes dieser Peptide festgestellt, 
wobei Signifikanztests für einzelne Peptide jedoch nicht durchgeführt wurden. 
Insgesamt kann diese Reaktivitätsminderung jedoch nicht als spezifisch für die 
Stimulation mit den Ligandompeptiden angesehen werden, da die Zahl IFN-γ 
sezernierender Zellen auch in Anwesenheit von Kontrollpeptiden reduziert war. Die 
Ergebnisse dieser Studie stehen in Einklang mit der Theorie einer pathogenen 
Funktion der IFN-γ produzierenden CD4+ Lymphozyten und deuten darauf hin, dass 
die verzögerte Rekonstruktion dieser Zellart für die langanhaltende Reduktion der 
Krankheitsaktivität nach Alemtuzumab von entscheidender Bedeutung ist.  Weitere 
Studien werden nötig sein, um genauere Informationen über die Aktionsmechanismen 
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